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La infección producida por el virus de la hepatitis C (VHC) es una de las principales causas 
de enfermedad hepática crónica en el mundo y un grave problema de salud pública. El VHC 
evoluciona a la cronicidad en más del 70% de los casos e induce el desarrollo de fibrosis 
hepática, que en sus formas más graves puede evolucionar a cirrosis y carcinoma 
hepatocelular (CHC). Uno de los aspectos menos conocidos es la relación entre la infección por 
VHC y la inducción de cambios epigenéticos en las histonas, cambios de naturaleza heredable y 
que afectan a procesos celulares básicos como la regulación de la expresión génica, que 
pueden conducir al desarrollo de fibrosis y procesos neoplásicos. 
Por ello, el objetivo principal de este trabajo ha sido el de analizar la capacidad del VHC de 
inducir cambios epigenéticos a nivel de modificaciones postraduccionales de histonas, y en el 
caso de confirmarse, analizar las actividades implicadas en dicho proceso, así como su 
potencial efecto sobre la evolución de la enfermedad hepática. 
Los resultados confirman que el VHC inhibe la fosforilación del residuo de Serina10 de la 
histona H3 (H3Ser10ph) mediante la actividad de la Aurora quinasa B (AURKB) a través de una 
interacción directa con la proteína del core viral. El fitness viral parece relacionarse con el 
grado de inhibición de esta marca epigenética. La inhibición de AURKB afecta además a la 
regulación de la expresión de genes de la ruta inflamatoria NF-κB y COX-2, que intervienen en 
el desarrollo de fibrosis y en el control de la apoptosis y la proliferación celular. Los resultados 
sugieren además que la inhibición de AURKB aumenta la infectividad específica del VHC. 
Asimismo, se ha observado un incremento en el nivel de aneuploidías asociado a los cambios 
de actividad de la AURKB, una proteína implicada en la regulación de los procesos de 
citocinesis y segregación cromosómica, y cuya desregulación afecta a la proliferación celular. 
Apoyando el papel de la AURKB en el desarrollo de la fibrosis, hemos llevado a cabo un 
estudio in vivo sobre una cohorte de 348 pacientes con hepatitis C crónica que demuestra 
cómo la diferente composición alélica en las posiciones rs1059476 y rs2241909 se asocia 
significativamente con la gravedad de la fibrosis hepática. 
Experimentos dirigidos a eliminar el VHC-RNA y las proteínas virales en cultivos celulares 
mediante el tratamiento combinado con daclatasvir (DCV) y sofosbuvir (SOF) muestran una 
recuperación de los niveles de H3Ser10ph y AURKB. 
 Nuestros datos en su conjunto sugieren que la inhibición de AURKB podría ser un nuevo 
mecanismo utilizado por el VHC para asegurar la persistencia de la infección viral y señalan a la 
AURKB como un posible marcador de evolución de fibrosis y/o cirrosis hepática.  
Hepatitis C virus (HCV) infection is one of the main causes of chronic liver disease 
worldwide and a very serious public health problem. HCV infection evolves toward chronic 
disease in more than 70% of the cases leading to hepatic fibrosis development. The most 
severe forms of hepatic fibrosis can lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) 
development. Nonetheless, the role of HCV infection and epigenetic histone modifications has 
not been extensively investigated. These epigenetic alterations are inheritable changes that 
have crucial functions in important cellular processes such as genetic expression regulation, so 
they could lead to fibrosis development and neoplasic processes. 
Thereby, the main aim of this work has been to analyze HCV ability to induce epigenetic 
changes related to histone post-translational modifications and the enzymatic activities 
involved, as well as their potential effect in hepatic disease evolution. 
Here we show that HCV inhibits the histone H3 phosphorylation in Serine 10 residue 
(H3Ser10ph) by regulation of Aurora B kinase (AURKB) activity through a direct interaction 
with HCV core protein. Viral fitness seems to be related to the grade of inhibition of this 
epigenetic mark. In addition, AURKB inhibition has an effect in the transcription of genes 
related with inflammatory pathways such as NF-NB and COX-2. These genes are involved in 
fibrosis development, apoptosis and cellular proliferation regulation. Moreover, our results 
suggest that AURKB inhibition increases specific HCV infectivity. Because AURKB is required 
during mitosis for proper chromosome segregation and cytokinesis, its deregulation has an 
effect in cellular proliferation. In fact, an increase in aneuploidy has been reported associated 
to alterations in AURKB activity.  
Supporting the role of AURKB in fibrosis development, we have done an in vivo study in a 
cohort of 348 patients with chronic hepatitis C that shown differences in the allelic 
composition of rs1059476 and rs2241909 significantly associated to the severity of hepatic 
fibrosis. 
Studies conducted to eliminate HVC-RNA and viral proteins in cellular cultures through 
the combined treatment of daclatasvir (DCV) and sofosbuvir (SOF) shown a reversion in 
H3Ser10ph and AURKB levels. 
Taken together, our results suggest that AURKB inhibition could be a novel mechanism 
used by HCV to ensure viral infection pointing at AURKB as a putative marker of hepatic 
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Blue) 
NDC80/HEC1 Proteína altamente expresada en cáncer 1 
NF-NB Factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B 
NS Proteínas no estructurales 




NUSAP1 Proteína asociada al nucleolo y al huso 1 
OMS Organización Mundial de la Salud 
ORF Marco de lectura abierta 
p-valor Coeficiente de correlación de Pearson 
p16/INK4 Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 4 
PARP Poli ADP ribosa polimerasa 
pAURKB Aurora quinasa B fosforilada en el residuo de treonina 232 
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PEG-IFN-D Interferón pegilado 
PI3K Fosfatidilinositol- 3-quinasa  
PKR Proteína quinasa R 
PLK Polo-like kinase 
PP1 Proteína fosfatasa 1 
PP2A Proteína fosfatasa 2A 
PPARJ Receptor activador de la proliferación del peroxisoma gamma 
PRC2 Complejo represor del Policomb 2 
PRDM2 Proteína 2 con dominio PR y dedos de zinc 
PRMT1  Proteína metiltransferasa de arginina 1 
PTEN Gen supresor de tumores homólogo de fosfatasa y tensina 
q-PCR PCR cuantitativa 
RACGAP1 Proteína GTPasa activadora de Rac 1 
RASAL1 Activador de la proteína RAS tipo 1 
RASSF1A Proteína con dominio de asociación a Ras 1A 
RB Retinoblastoma 
RBV Ribavirin 
RhoA GTPasa de la familia de Ras A 
RMN Resonancia Magnética Nuclear 
RNF7 Proteína RING-box 2 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
RSK2 Quinasa ribosomal S6-2 
RUNX3 Factor de transcripción relacionado con Runt 3 
RVS Respuesta viral sostenida 
SAT2 Acetiltransferasa de diamina 2 




siRNA RNA pequeños interferentes 
SNP Polimorfismos de un solo nucleótido 
SOC-1 Supresor de Clr 1 
SOCS1 Supresor de señalización de citoquinas 1 
SOF Sofosbuvir 
SR-BI Receptor Scavenger clase B, tipo I 
STAT1 Transductor de la señal y activador de la transcripción 1 
STAT4 Transductor de la señal y activador de la transcripción 4 
SUK Quinasa de azúcares 
Suv39H2 Supresor homólogo 2 de la variegación 3-9 
TAC Tomografía Axial Computarizada 
TCID50 Dosis infecciosa necesaria para infectar el 50% de las células en un cultivo 
celular 
TFG-E1 Factor de crecimiento transformador E1 
TIMPs Inhibidores de tejido de metaloproteinasas 
TLL1 Tolloid-like protein 1 
TNF-D Factor de necrosis tumoral D 
TNFR Receptor de TNF 
TSA Tricostatina A 
TULP1 Proteína relacionada con Tubby 1 
UTR Región no traducida 
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 
VHB Virus de la hepatitis B 
VHC Virus de la hepatitis C 
VHC-p0 Un preparado clonal de VHC que no ha sido sometido a pases seriados 
VHC-p100 Virus VHC-p0 que ha sido sometido a 100 pases seriados en células HuH7.5 
reporter 
VHC-p200 Virus VHC-p0 que ha sido sometido a 200 pases seriados en células HuH7.5 
reporter 
VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humano 
VPS4 Proteína de clasificación vacuolar 4 
WNT Proteínas Wingless e Int 
XIAP Proteína inhibidora de apoptosis ligada al X 










1. VIRUS DE LA HEPATITIS C. CARACTERÍSTICAS GENERALES 
 
La infección provocada por el VHC es actualmente una de las principales causas de 
enfermedad hepática crónica en todo el mundo y un grave problema de salud pública. La 
Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que actualmente existen 71 millones de 
personas infectadas por VHC en todo el mundo (WHO, April 2018-última actualización [1]).  
 
1.1. ORGANIZACIÓN DEL GENOMA VIRAL 
 
El VHC es un virus hepatotropo de transmisión parenteral/sexual que pertenece a la 
familia Flaviviridae, género Hepacivirus [2]. El VHC posee un genoma de RNA monocatenario 
de 9.6 kb de polaridad positiva, que sirve tanto de RNA mensajero para la traducción de 
proteínas virales, como de molde para la replicación y como molécula de RNA genómico para 
empaquetar en nuevas partículas virales. El genoma del VHC contiene un único marco de 
lectura abierta (ORF) flanqueado por regiones no traducidas (UTRs) que son esenciales para la 
replicación del virus. Codifica para una única poliproteína de aproximadamente 3000 
aminoácidos, que va a ser procesada generando 10 proteínas: 3 estructurales y 7 no 
estructurales. El primer tercio amino-
terminal codifica para las proteínas 
estructurales: core y las glicoproteínas E1 y 
E2, que forman parte de la partícula viral y 
de la membrana externa. A continuación, 
codifica para una proteína integral de 
membrana, p7, que parece funcionar como 
un canal iónico. El resto del genoma 
codifica para las proteínas no estructurales 
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B), que 
se encargan de coordinar los procesos 
intracelulares del ciclo viral [3] (Figura 1).  
Estructuralmente, la partícula viral está constituida por una nucleocápside formada 
mayoritariamente por la proteína del core, que presenta dos dominios que se incluyen en la 
nucleocápside y un dominio transmembrana en la secuencia C- terminal. Envolviendo la 
cápside se encuentra una estructura membranosa de origen celular en la que se embeben las 
glicoproteínas E1 y E2 [4]. 
Además del papel estructural y funcional de las proteínas virales sobre el ciclo replicativo 
viral, se ha descrito una gran variedad de interacciones entre las proteínas virales y actividades 
Figura 1. Virus de la hepatitis C. Estructura del 
genoma viral. El procesamiento de la poliproteína 
se muestra abajo, siendo los círculos negros sitios 
de reconocimiento para la escisión por la peptidasa 
y el círculo blanco el péptido de señalización para la 
peptidasa, las flechas negras corresponden a los 
sitios de corte de la proteasa viral NS3/4A y la flecha 
blanca muestra el sitio de corte de la autoproteasa 





celulares que regulan importantes funciones. Así, se ha demostrado que la proteína core juega 
un importante papel en la regulación de la expresión de multitud de genes relacionados con 
procesos como la apoptosis, ciclo celular o la respuesta inmune (p21, ciclina B1, NF-NB) [5] 
mediante la interacción con proteínas como 14-3-3ε y con las vías ERK1/2, p38-MAPK [6, 7]. 
 Asimismo, se ha descrito como las proteínas funcionales del VHC, incluyendo las 
actividades NS5A, NS3 y NS5B, interaccionan con proteínas celulares relacionadas con el 
desarrollo de CHC; entre ellas desracan CDK1 (Quinasa dependiente de ciclinas 1), NDC80 
(Proteína altamente expresada en cáncer 1), CCNA2 (Ciclina A2) y RACGAP1 (Proteína GTPasa 
activadora de Rac 1), cuya expresión está desregulada [8]. 
 
1.2. CICLO VIRAL 
 
Durante el proceso de 
infección, como se observa en la 
figura 2, las partículas virales 
interaccionan con receptores 
específicos de la membrana celular 
tales como el receptor de partículas 
LDL (LDLR), y los co-receptores SR-
BI y CD81 entre otros, promoviendo 
su internalización a través de 
endocitosis mediada por clatrina. 
Una vez el contenido de la partícula 
viral es liberado al citoplasma en un 
proceso mediado por un descenso 
de pH en la vesícula, tienen lugar 
los procesos de traducción y 
replicación viral.  
La traducción endoplasmática del genoma viral depende de una secuencia IRES en la 
región 5’ no codificante. En el retículo endoplasmático esta secuencia se une a la subunidad 
ribosómica 40S directamente, reclutando factores de iniciación eucarióticos. La poliproteína es 
proteolizada postraduccionalmente mediante la acción conjunta de proteasas celulares 
(signalasa y signal peptide peptidasa) y virales (proteasas NS2-NS3 y NS3-NS4A) liberando las 
10 proteínas virales estructurales y no estructurales [9, 10].  
Figura 2. Ciclo viral del virus de la hepatitis C. Ciclo general 
de entrada/replicación del VHC. En el recuadro se representa 
la disposición de las diferentes proteínas virales en el 






El RNA viral es empleado además para la producción de cadenas de RNA de polaridad 
negativa que se usarán como molde para la generación de nuevas moléculas de genoma, con 
polaridad positiva. Posteriormente, los nuevos genomas serán encapsuladas en partículas 
virales y liberadas al medio extracelular para la propagación de la infección [10]. La replicación 
del VHC es un proceso estrictamente citoplasmático, sin fases de DNA conocidas hasta el 
momento que pudieran generar reservorios intracelulares.  
 
1.3. GENOTIPOS Y SUBTIPOS VIRALES 
 
El VHC se replica a través de la proteína viral NS5B, una RNA polimerasa-RNA dirigida que 
carece de la actividad correctora, por lo que tiene una alta tasa de error, dando lugar a una 
elevada heterogeneidad genética [11]. Así, el VHC no aparece en los pacientes infectados 
como una única población viral, sino como una colección dinámica y compleja de mutantes 
denominados cuasiespecies virales [12]. La alta tasa de variabilidad tiene gran importancia en 
la historia natural de la infección por VHC, ya que le proporciona una enorme versatilidad a la 
hora de adaptarse a diferentes situaciones ambientales, incluyendo la presión farmacológica 
[11]. 
Dentro de esta variabilidad ha sido posible identificar 7 genotipos principales, que difieren 
en su secuencia de nucleótidos en un 25-35%. Los genotipos virales son subclasificados a su 
vez en un total de 67 subtipos, con una divergencia superior al 15% [11, 13]. Existen 
diferencias en la distribución de los distintos genotipos virales a nivel mundial (Figura 3). El 
genotipo 1 es el más prevalente, dominando en América, Japón y Europa; el genotipo 2 
predomina en África occidental y el norte de Italia; el genotipo 3 está ampliamente distribuido 
por el sureste asiático; los 
genotipos 4 y 5 son más 
comunes en África central y 
Suráfrica respectivamente; 
mientras que el genotipo 6 
se encuentra distribuido por 
Asia. El genotipo 7 se ha 
encontrado tan solo en 
unos pocos individuos en 
África central [11, 13].  
La situación epidemiológica de la infección por hepatitis C ha variado drásticamente 
durante los últimos años en función de cuatro factores fundamentales: a) el incremento de la 
Figura 3. Prevalencia y distribución mundial de los diferentes 




seguridad en las transfusiones sanguíneas, b) la mejora de las condiciones sanitarias, c) la 
exposición a drogas por vía parenteral y d) la inmigración de habitantes de zonas endémicas. 
Todos estos factores están contribuyendo a que haya un cambio en la distribución de los 
genotipos, con un incremento en la aparición del genotipo 3 ligado al abuso de drogas por vía 
parenteral y del 4 debido a la población inmigrante [13, 14]. 
 Aunque la evolución de la enfermedad hepática en los pacientes infectados con los 
diferentes genotipos es esencialmente igual, si se han observado diferencias clínicas entre 
ellos. El genotipo 3 está asociado a un mayor riesgo de esteatosis hepática y progresión de la 
enfermedad a carcinoma hepatocelular y los genotipos 1 y 4 parecen estar asociados a un 
mayor riesgo de aparición de resistencia a la insulina. También existen algunas diferencias 
asociadas a determinados genotipos y subtipos en cuanto a la respuesta al tratamiento 
antiviral [10, 11].  
 
1.4. DIMENSIÓN CLÍNICA DE LA HEPATITIS C CRÓNICA 
 
La infección crónica por VHC es conocida como la “pandemia silenciosa” debido a que 
tiene una elevada incidencia y permanece asintomática durante un largo periodo de tiempo en 
el 70-80% de los casos, hasta que la enfermedad evoluciona a cirrosis, descompensación de la 
misma y carcinoma hepatocelular (CHC). En un 15-25% de los pacientes se produce un 
aclaramiento espontáneo del virus y en raras ocasiones se produce una hepatitis fulminante. 
La infección por hepatitis C presenta una marcada tendencia a la cronicidad, y alrededor del 
75-85% de los pacientes que sufren una hepatitis aguda por VHC desarrollarán hepatitis 
crónica [15, 16]. La tasa de progresión 
de la fibrosis es altamente variable y 
está influenciado por el consumo de 
alcohol, la edad del individuo cuando 
se produce la infección, el grado de 
inflamación y fibrosis, la coinfección 
con VHB (Virus de la hepatitis B) o VIH 
(Virus de la Inmunodeficiencia 
Humano) y otras condiciones de 
comorbilidad. Aproximadamente un 
10-20% de los individuos infectados 
crónicamente por el VHC desarrollan cirrosis hepática en un periodo medio de 20-30 años; de 
los cuales, un 1-4% desarrollarán CHC (Figura 4) [15]. 
Figura 4. Epidemiología de la infección crónica por VHC. 






2. FIBROSIS HEPÁTICA 
 
La fibrosis es un proceso de cicatrización que se define como la acumulación excesiva de 
tejido conectivo fibroso, es decir, de componentes de la matriz extracelular (MEC) como el 
colágeno y la fibronectina en un tejido inflamado o dañado. En el hígado, la fibrosis ocurre 
como respuesta al daño hepático reiterado subyacente a las enfermedades crónicas que 
cursan con un proceso inflamatorio durante un periodo de tiempo prolongado, tales como la 
infección crónica por los virus de la hepatitis B y C, enfermedad del hígado graso no alcohólico, 
enfermedad hepática alcohólica, enfermedades metabólicas hereditarias o procesos 
colestáticos [17-19].  
El parénquima hepático está constituido por hepatocitos, células endoteliales que 
constituyen los vasos sanguíneos hepáticos con sus característicos poros y fenestraciones, 
células de Kupffer o macrófagos propios del tejido y células estrelladas del hígado (HSC), que 
son células mesenquimales perivasculares. La MEC del hígado es esencial a la hora de 
mantener las funciones diferenciales de las distintas células hepáticas [20].  
La fibrosis se inicia como consecuencia de una respuesta inflamatoria. Durante una lesión 
aguda, la muerte celular desencadena la activación de la cascada inflamatoria y de la 
fibrogénesis, contribuyendo a la eliminación de los restos celulares y promoviendo la 
regeneración hepática con el fin de restaurar las funciones del hígado tras el daño. Ello implica 
una alteración en la composición y cantidad de la MEC. Sin embargo, cuando el estímulo que 
está provocando el daño no puede ser eliminado, la lesión prevalece y tiene lugar un proceso 
de inflamación crónica y el desarrollo progresivo de fibrosis hepática [21], con una 
acumulación excesiva de fibras de colágeno (COL1A1) y otros componentes de la matriz en el 
parénquima hepático provocando una alteración de la arquitectura del tejido hepático que 
afecta a la función hepatocelular y un aumento de resistencia al flujo sanguíneo [17-19]. En 
última instancia, la fibrosis hepática deriva en cirrosis, un estadio caracterizado por la 
formación de septos y nódulos de regeneración en el parénquima hepático que conlleva una 
pérdida progresiva de las funciones del hígado y el desarrollo de hipertensión portal e 
insuficiencia hepatocelular. El desarrollo de cirrosis descompensada, y eventualmente de CHC, 
tiene un efecto negativo en el perfil de supervivencia de estos pacientes, siendo el trasplante 
hepático la única alternativa terapéutica efectiva [19].  
La progresión de la enfermedad hepática varía enormemente entre los pacientes con 
hepatitis crónica C, pudiendo distinguir entre fibrosadores lentos, intermedios y rápidos. El 




años. Se consideran progresores lentos aquellos pacientes que desarrollan cirrosis durante un 
tiempo de progresión superior a 40-50 años, pacientes que tras 50 años no hayan alcanzado el 
grado de cirrosis o pacientes que tras 20 años de seguimiento presenten niveles bajos de 
fibrosis (Fibrosis ≤ 2); y progresores rápidos aquellos que desarrollan cirrosis durante un 
periodo de infección inferior a 20 años [22]. 
 
2.1. MECANISMOS MOLECULARES DE LA FIBROSIS HEPÁTICA 
 
Se han descrito algunos factores del huésped que contribuyen a la progresión de la 
enfermedad hepática tales como la edad, el consumo de alcohol y el sexo masculino [22]. Por 
otro lado, los factores genéticos del huésped como los polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNPs) podrían jugar un importante papel en la determinación del riesgo de progresión de la 
fibrosis hepática [23, 24]. En este sentido, se ha descrito la asociación de numerosos 
polimorfismos presentes en genes involucrados en la respuesta inflamatoria, como TFG-E1 
(factor de crecimiento transformador E1), Angiotensinógeno, ApoE (apoproteína E) y EC 
3.3.2.9 (epóxido hidrolasa microsomal), con la progresión del proceso fibrótico en hepatitis C 
crónica [25]. 
La fibrogénesis hepática se caracteriza por: 1) la persistencia de un daño 
hepatocelular/colangiocelular con un grado variable de necrosis y apoptosis, 2) una infiltración 
de células inflamatorias (células mononucleares y células inmunocompetentes) y 3) la 
activación de diferentes células productoras de MEC, cuya actividad va a alterar su 
composición y sus características contráctiles [19].  
La fibrogénesis es una respuesta multicelular cuyos principales efectores son las células 
estrelladas del hígado (HSC). Sin embargo, no son las únicas que participan en este proceso: 
tienen especial importancia las rutas de señalización inflamatorias que regulan interacciones 
intercelulares y el reclutamiento de células derivadas de la médula ósea (células madre 
mesenquimales y fibrocitos), los fibroblastos portales (especialmente en fibrosis biliar) y los 
fibroblastos derivados de la transición epitelio-mesénquima (EMT) [21, 26]. En condiciones 
fisiológicas, las HSC quiescentes (HSCq) residen en el compartimento perisinusoidal, conocido 
como “espacio de Disse”, entre hepatocitos y células endoteliales sinusoidales, presentan una 
acumulación de vitamina A y participan en la regulación del flujo de sangre sinusoidal [27]. 
Tras el daño hepático, las HSC reciben señales de los hepatocitos dañados y del entorno a 
través de citoquinas proinflamatorias [21] produciéndose la activación de las mismas y la 
transición de células quiescentes a miofibroblastos proliferativos activados (HSCa-MF). Estas 




[20] y se va a producir un aumento característico de la expresión de D-actina del músculo liso 
(D-SMA) y COL1A1, dando lugar a la deposición de matriz fibrilar que sustituye a la 
regeneración del tejido. Además, van a liberan TIMPs 1 y 2 (inhibidores de tejido de 
metaloproteinasas 1 y 2), que bloquean la acción de las MMPs (metaloproteinasas de matriz), 
promoviendo así la acumulación de la MEC (Figura 5) [28, 29].  
Una de las principales citoquinas que inducen la activación de las HSC y como 
consecuencia promueven el desarrollo de fibrosis es el TGF-E1 (factor de crecimiento 
transformador E1). Se han descrito, sin embargo, otras numerosas citoquinas, quimioquinas y 
factores de crecimiento que también median este proceso, como PDGF (factor de crecimiento 
derivado de plaquetas), VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), TGF-D y factor de 
crecimiento de queratinocitos. Por otro lado, juega un papel muy importante el estrés 
oxidativo, ya que puede inducir muerte celular, infiltración inmune, esteatosis hepatocelular o 
actuar como un estimulador de las HSC, induciendo la fibrosis hepática. La apoptosis de los 
hepatocitos también 
presenta una gran 
importancia en el 
desarrollo de este 
proceso: está mediada 
por diversos estímulos, 
entre los que se 
encuentran Fas y TNF-D 
(factor de necrosis 
tumoral D). Por último, 
la inducción de estímulos 
proinflamatorios (TNF-D, 
IL-6, IL-1E) promueve el 
reclutamiento de 
neutrófilos y células T, 
estimulando la actividad 
pro-fibrótica de las HSC 
[29].  
En el caso de las 
infecciones por virus de 
las hepatitis se va a 
A
B
Figura 5. Mecanismos moleculares de la fibrosis hepática. 
(A) Comparativa de tejido normal vs tejido hepático dañado. Imagen de 
Delgado-Coello B. et al., 2017 (B) Papel de las HSC en la fibrogénesis 




generar la infiltración de células inmunes que mediarán la destrucción de los hepatocitos 
infectados y la generación de citoquinas inflamatorias, como la familia de receptores de TNF 
(TNFR), que incrementan el daño hepático. La inflamación en este tipo de daño hepático juega 
un importante papel en la fibrogénesis: de esta manera la exposición a proteínas del VHC 
induce la expresión de componentes de la MEC y de sus citoquinas reguladoras (colágenos, 
TGFE, CTGF) y una up-regulación de MMP-2 (indicador de la activación de las HSC); además de 
una down-regulación de metaloproteasas de la matriz con efecto fibrolítico como MMP-1; 
inducción de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y up-regulación de 
citoquinas proinflamatorias como IL-1E, IFN, NF-NB, IL-20, IL-22 [19, 21]. 
Se han descrito también algunos genes que presentan una expresión diferencial entre 
estadios normales y cirrosis, tales como Aurora quinasa A (AURKA), marcador de proliferación 
Ki-67 (MKI67), Baculoviral IAP Repeat Containing 5 (BIRC5), proteína asociada al ciclo de 
división celular 3 (CDCA3), ciclina E2, quinesina18A (KIF18A), complejo de proteínas asociado al 
cetrómero (NUF2) y proteína asociada al nucleolo y al huso 1 (NUSAP1); que se asocian a una 
desregulación del ciclo celular, mitosis y otros procesos relacionados con el desarrollo de 
displasia a CHC [8]. 
 
2.1.1. RUTA DE SEÑALIZACIÓN NF-NB 
La ruta de señalización de NF-NB está implicada en la 
regulación de la respuesta a diferentes situaciones de estrés 
celular, mediando en la respuesta inmune innata y en el 
proceso de inflamación [30]. Además, se ha descrito como 
este factor de transcripción interviene también en el control 
de la proliferación, actuando como un agente anti-apoptótico 
[31]. Se han descrito numerosas vías de activación de la ruta 
de señalización de NF-NB. En la vía de señalización canónica 
(Figura 6) los dímeros de NF-NB, formados por p50 y p65 
(RelA), se encuentran en el citoplasma retenidos mediante la 
unión con el inhibidor INB (Inhibidor de NF-NB), generalmente 
INBD. La presencia de determinados estímulos va a 
desencadenar una cascada de señalización que desemboca en 
la activación de las proteínas quinasas IKK (quinasa de INB) que, una vez activadas, van a 
fosforilar al inhibidor INB promoviendo su ubiquitinación y posterior degradación vía 
proteasoma. Una vez degradado el inhibidor, NF-NB entra al núcleo donde activa la 
transcripción de sus genes diana, mediando procesos implicados en inflamación, 
Figura 6. Vía de 
señalización de NF-NB. 
Imagen modificada de 





proliferación celular y apoptosis. Entre sus genes diana, se encuentra el gen de la 
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y de esta manera, los estímulos proinflamatorios van a inducir la 
expresión de COX-2 catalizando la producción de prostaglandinas, que promueven la 
inflamación. Existen otras rutas alternativas no canónicas que tienen lugar durante el 
desarrollo de las células B y T [32].  
La vía de señalización de NF-κB se activa por daños en tejidos o por diferentes 
patógenos con el fin de proteger al organismo. Los virus durante la infección van a 
interferir y manipular la respuesta inmune de la célula huésped. La ruta de NF-NB es una 
de las principales dianas para la evasión de la respuesta inmune innata, y prueba de ellos 
son las numerosas estrategias que han desarrollado los distintos virus para contrarrestar 
esta ruta de señalización, afectando a la activación de la ruta o bien alterando alguno de 
los miembros de su cascada de señalización. NF-NB juega un papel clave en la regulación 
de la transcripción de genes en el sistema inmune innato, por lo que, al contrarrestar esta 
única vía, los virus interfieren con la defensa inmune de la célula huésped [33]. Estudios 
previos han descrito como el VHC activa la vía de señalización de NF-NB mediante dos 
mecanismos diferentes. Por un lado, la proteína core puede unirse a los receptores TNFR1 
y LTER (Lymphotoxin beta receptor) dando lugar a la activación de la vía NF-NB y, 
consecuentemente, regulando la apoptosis; además core es capaz de promover la 
proliferación celular a través de la activación de la ruta de la ERK/MAPK mediante la up-
regulación de la transcripción de TGFD que se produce como consecuencia de la 
activación de NF-NB. Por otro lado, NS5A induce estrés en el retículo endoplasmático 
promoviendo la activación de NF-NB mediante la fosforilación de INBD. El VHC es capaz de 
evadir la inmunidad innata mediante una infección directa de las células inmunes como 
linfocitos B y T y monocitos/macrófagos, provocando la alteración de la expresión génica 
de mediadores inflamatorios clave. Se ha descrito también que la proteína viral core es 
capaz de suprimir la actividad de IKKE inhibiendo la señalización mediada por NF-NB y, por 
lo tanto, la expresión de COX-2 dependiente de la misma [16]. 
 
2.1.2. POLIMORFISMOS ASOCIADOS A HEPATITIS C CRÓNICA 
En hepatitis C crónica se han descrito polimorfismos presentes en el genoma del 
huésped que van a determinar cierta variabilidad en la progresión de la fibrogénesis [24, 
25]. Numerosos estudios de asociación del genoma completo (GWAS) han identificado 
SNPs presentes en los genes IFNL3, IFNL4 y HDACs asociados con la respuesta al 
tratamiento con interferón (IFN), y otras variantes en el gen TLL1 se han relacionado con 




terapias basadas en IFN. Por otro lado, se han identificado algunas variantes asociadas 
con la progresión de la fibrosis, como las presentes en el gen RNF7, que codifica para un 
antioxidante protector de la apoptosis, en los genes MERTK y TULP1, que codifican para 
factores involucrados en la fagocitosis de células apoptóticas y otros dos SNPs localizados 
en el gen que codifica para el antígeno mayor de histocompatibilidad de clase II (HLA class 
II). Además, usando una aproximación del gen candidato se han descrito polimorfismos 
presentes en genes que codifican para varias citoquinas y quimioquinas -como IL6, CCL2, 
CCL8, TNF, IL10 y TGFB1- que también podrían tener implicación en la progresión de la 
enfermedad. También se han descrito varios SNPs relacionados con el desarrollo de CHC 
asociado a la infección crónica por VHC en los genes DEPD5, cuya down-regulación 
aumenta la síntesis de la MMP2 contribuyendo a la progresión de la fibrosis, y MICA, 
proteína de membrana que actúa como ligando de un receptor de las células NK (natural 
killer) y cuya down-regulación disminuye la actividad citotóxica de estas células inmunes 
[24, 34-36]. Por último, la presencia de determinadas mutaciones en los genes que 
codifican para las proteínas virales core, NS3, NS4 y NS5A se han asociado también con 
diferencias en la patogénesis del virus, ya que estas proteínas interaccionan con multitud 
de proteínas de la célula huésped modulando procesos como cascadas de señalización, 
reparación del DNA, regulación de transcripción y traducción y apoptosis entre otros [35]. 
 
3. CARCINOMA HEPATOCELULAR 
 
El carcinoma hepatocelular (CHC) es la última etapa en la progresión de la enfermedad 
hepática en un porcentaje significativo de pacientes con hepatitis crónica C. Es el quinto tipo 
de cáncer más común y la segunda causa de muerte relacionada con cáncer en algunos países 
como China. La infección crónica provocada por el VHC es una de las principales causas de 
desarrollo de CHC (la principal en el mundo occidental). En el año 2012 se estimó que 
alrededor de un 7.8% de todos los nuevos casos de cáncer eran atribuibles a la infección por el 
VHC [15, 37]. 
El proceso de hepatocarcinogénesis inducido tras la infección por el VHC es el resultado 
de la alteración de varias rutas de señalización, consecuencia tanto de la acción directa de 
factores virales como del estado crónico de inflamación generado por la infección [38, 39]. 
Durante el proceso de inflamación crónica, el hígado va a estar expuesto de manera 
persistente a unos niveles elevados de citoquinas proinflamatorias y a la evolución de la 
fibrosis a estadios cada vez más avanzados. La respuesta del tejido hepático, en un intento por 




anormal desembocando en cirrosis y/o CHC [31, 40]. El desarrollo de CHC que se produce 
como consecuencia de un proceso inflamatorio tiene lugar cuando algunas de las células 
presentes en los nódulos de regeneración de un hígado cirrótico acumulan determinadas 
mutaciones que provocan la transformación celular. El entorno que genera la presencia de 
cirrosis en el hígado se piensa que contribuye a la generación de clones neoplásicos facilitando 
la aparición de alteraciones genéticas y la transformación celular, generando el desarrollo de 
CHC [41].  
Aunque en la mayoría 
de los pacientes el 
desarrollo de CHC se 
asocia a la progresión de la 
fibrosis hepática y el 
desarrollo previo de 
cirrosis; existen, sin 
embargo, evidencias de un 
papel directo del virus en 
el desarrollo de CHC; 
estudios in vitro han 
revelado la interacción de 
proteínas codificadas por 
el virus C con proteínas 
supresoras de tumores 
que afectan a procesos celulares básicos (Figura 7) como el control del ciclo celular (NS5B 
inhibe la proteína del Retinoblastoma (RB) implicada en el control del ciclo celular; NS2 activa 
el complejo Ciclina D/Cdk4, promoviendo la transición G1/S y core promueve la expresión de 
ciclina E/Cdk2 asegurado la progresión del ciclo celular), respuesta a factores de crecimiento 
(Core, E2, NS3 y NS5A activan constitutivamente las vías de señalización de factores de 
crecimiento interfiriendo con vías de señalización RAF/MAPK/ERK; core y NS5A están 
implicadas en la desregulación de la ruta Wnt/β-catenina), respuesta a daño en el DNA y 
apoptosis (NS2, NS3/4A, NS5A y core afectan la regulación de la apoptosis mediante la 
alteración de la ruta p53/ARF, alterando la señalización mediada por TNF-D o bien a través de 
la estimulación de la vía PI3K-Akt), EMT (core y NS5A afectan a la señalización mediada por 
TGF-E), autofagia (inducida por la infección viral) y generación de ROS (core y NS5A aumentan 
el estrés oxidativo afectando a la cadena transportadora de electrones en la mitocondria y a la 
liberación de calcio desde el retículo respectivamente) [15, 39, 42, 43]. 
Figura 7. Mecanismos carcinogénicos mediados por el VHC. Figura 




Además de los factores genéticos e inmunológicos asociados al desarrollo de fibrosis, se 
ha confirmado que el desarrollo de un proceso carcinogénico se asocia también a la 
acumulación de defectos epigenéticos en la célula huésped, que dan lugar a una activación o 
inactivación anormal de las rutas de señalización implicadas en los procesos de proliferación, 
supervivencia celular, diferenciación y angiogénesis, promoviendo el desarrollo de CHC [43].  
 
4. EPIGENÉTICA EN EL DESARROLLO DE FIBROSIS Y CARCINOMA 
HEPATOCELULAR 
 
La epigenética es una ciencia basada en el estudio de alteraciones en el DNA que no 
implican cambios en la secuencia de nucleótidos, pero modifican la estructura de la cromatina 
afectando a la regulación de la expresión génica [44]. Hay tres tipos principales de 
modificaciones epigenéticas potencialmente heredables: metilación del DNA, modificaciones 
postraduccionales de histonas y RNAs no codificantes [45]. Estos cambios persisten en las 
células durante la división celular aunque no haya cambios en la secuencia del DNA [46]. 
Se han descrito numerosas alteraciones epigenéticas que promueven el desarrollo de un 
proceso fibrótico o incluso de carcinogénesis [47]. De manera general, durante un proceso 
tumoral se va a producir una hipometilación global del genoma afectando a secuencias 
repetitivas del genoma y zonas con elementos transponibles, hipermetilación de las islas CpG 
de las regiones promotoras de genes supresores de tumores, alteraciones de la estructura de 
la cromatina y pérdida del imprinting generando inestabilidad genómica y contribuyendo al 
proceso de tumorogénesis [48]. 
Se ha descrito también la aparición de alteraciones epigenéticas como consecuencia de 
infecciones virales y en respuesta a la exposición a determinados factores ambientales; la 
naturaleza de estas alteraciones va a variar en función del factor de riesgo que lo desencadene 
[43, 49]. Sin embargo, existen muy pocos datos acerca de las modificaciones en los procesos 
epigenéticos celulares asociados a la infección por VHC, especialmente sobre las 
modificaciones postraduccionales de las histonas, así como de los mecanismos moleculares 
implicados, y lo que es más importante, del efecto que estos pudieran tener sobre la 
progresión de la fibrosis hepática. 
 
4.1. MODIFICACIONES COVALENTES DE HISTONAS 
 
Las modificaciones postraduccionales de las histonas, junto con el estado de metilación 




identidad celular. Las modificaciones postraduccionales que sufren las histonas almacenan la 
memoria epigenética dentro de la célula en forma de código, el llamado “código de histonas”, 
que contribuye a la identidad celular [48].  
La unidad fundamental de empaquetamiento de la cromatina son los nucleosomas, 
constituidos por octámeros de histonas (dos dímeros H2.A-H2.B y un tetrámero H3-H4) 
alrededor de los cuales se enrollan 147 pb de DNA; separados uno de otro por 50 pb de DNA 
libre, donde se puede unir la histona H1. Las histonas son proteínas esencialmente globulares, 
con una cola amino terminal donde tienen lugar la mayoría de las modificaciones 
postraduccionales. Existe una amplia variedad de modificaciones a las que están sujetos los 
residuos de las colas N-terminal de las histonas: acetilación, metilación, fosforilación, 
ubiquitinación, SUMOilación y ADP-ribosilación. Estas modificaciones covalentes tienen un 
importante papel en la regulación de la expresión génica, pero también en los procesos de 
reparación y replicación del DNA, splicing alternativo y condensación cromosómica. Según el 
código de histonas, la eucromatina se caracteriza por tener altos niveles de acetilación y 
trimetilación de los residuos H3K4, H3K36 y H3K79; y la heterocromatina sin embargo suele 
estar asociada a bajos niveles de acetilación y altos niveles de metilación en H3K9, H3K27 y 
H4K20. Por otro lado, genes activamente transcritos se caracterizan por tener altos niveles de 
H3K4me3, H3K27ac, H2BK5ac y H4K20me1 en el promotor y H3K27me1 y H4K20me1 a lo largo 
del cuerpo génico. La presencia de estas modificaciones es muy dinámica, y la mayoría de 
estos cambios son reversibles, ya que están mediados por parejas de actividades enzimáticas: 
acetil transferasas (HATs) – desacetilasas (HDACs), metil transferasas (HMTs) – desmetilasas 
(KDMs), quinasas (AURKB, MSK1, RSK2, etc.) – fosfatasas (PP1, PP2A, etc.) [46, 48]. 
 
4.1.1. MODIFICACIONES COVALENTES DE HISTONAS EN FIBROSIS Y CHC 
La mayoría de las alteraciones de las modificaciones de histonas asociadas a fibrosis y 
CHC tienen como consecuencia la alteración en la expresión de genes celulares críticos 
que afectan actividades celulares necesarias para el funcionamiento normal de la célula. 
En CHC se ha descrito la deacetilación de las histonas H3 y H4, asociada con la represión 
de la expresión de numerosos genes [50]. Esta marca epigenética es controlada por 
acetilasas y deacetilasas de histonas, y el tratamiento con un inhibidor de las HDACs como 
TSA (Tricostatina A), provoca la up-regulación de 57 genes, algunos de ellos relacionados 
con CHC. Además, en este tipo de carcinoma, la metilación de histonas también está 
implicada en el silenciamiento génico, afectando a genes supresores de tumores tales 
como RIZ12, p16Ink4 y RASSF1A. Se ha descrito un aumento significativo en los niveles de 




A nivel global también se han descrito numerosas alteraciones en las modificaciones 
postraduccionales de histonas, entre las que se encuentran una disminución en los niveles 
de H4K20me3 y un aumento en los niveles de H3K27me3 y en la fosforilación de la 
histona H3 en los tejidos tumorales en relación con los tejidos adyacentes [53-55]. 
Numerosas actividades enzimáticas modificadoras de histonas aparecen 
significativamente desreguladas en CHC. En primer lugar, se ha descrito una expresión 
elevada de las histonas deacetilasas HDAC1, HDAC2 y HDAC3, que se correlaciona con un 
fenotipo más agresivo de CHC [56]. En segundo lugar, se observa de manera frecuente 
una baja expresión del complejo ASH2 y de la demetilasa LSD1. Como consecuencia, se 
observan bajos niveles de la H3K4me2 [57]. También se ha descrito un aumento en la 
expresión de EZH2, subunidad catalítica de PRC2 (Complejo represor del Policomb 2), 
histona metil-transferasa responsable de la H3K27me3, marca asociada al silenciamiento 
génico afectando a la vía de señalización de Wnt/β-catenina, relacionada con un peor 
pronóstico [53, 58-60]. Por otro lado, se ha observado una up-regulación de SMYD3, 
histona metiltransferasa responsable de la metilación de H3K4, marca relacionada con la 
activación génica, afectando a genes como NKX2-8, frecuentemente up-regulado en CHC y 
asociado con un aumento de la proliferación. Además, se ha descrito una down-
regulación de RIZ1, que podría mediar la disminución en H3K9me3 observada en CHC, 
contribuyendo a la descondensación de la cromatina y a la inestabilidad genética [61, 62]. 
En fibrosis también se ha descrito la desregulación de actividades enzimáticas 
modificadoras de histonas asociadas a fibrosis, tales como un aumento en la expresión de 
la metiltransferasa ASH1, responsable de la metilación de H3K4 y H3K36 activando la 
expresión de genes profibrogénicos como COL1A1, D-SMA, TIMP1 y TGF-E1; aumento en 
la expresión de la metiltransferesa EZH2 y disminución de JMJD1A, demetilasa de la H3K9, 
provocando el silenciamiento de PPARJ. También se ha descrito el aumento en las HDACs, 
concretamente de la HDAC1, implicadas en la transdiferenciación de las HSC y en la 
expresión de genes profibróticos (NF-κB, COL1A1 y TGF-E1) [63, 64]. 
 
4.1.2. MODIFICACIONES COVALENTES DE HISTONAS EN HEPATITIS C CRÓNICA 
La infección por el VHC afecta a la expresión de la PP2A (Proteína fosfatasa 2A) 
induciendo su sobreexpresión y promoviendo su unión a la PRMT1 (Proteína 
metiltransferasa de arginina 1) y la inhibición de su actividad [39, 65]. Esta enzima cataliza 
la metilación de la histona H4 en la arginina 3; la PP2A juega también un importante papel 
en la reparación del DNA mediante la desfosforilación de la H2AX. Esta marca epigenética 




reparación va a estar inhibido [65]. Además, se ha descrito como la infección por el VHC 
provoca la alteración de EZH2, cuya desregulación afecta a la expresión de miRNAs 
supresores de tumores [39]. Por otro lado, también se ha observado en células de 
hepatoma infectadas con el VHC alteraciones en el ciclo celular a la entrada de mitosis, 
reflejado por una disminución en los niveles de histona H3 fosforilada en el residuo de 
serina 10 (H3Ser10ph) [66]. 
Hung S. Y. et al, 2014 [58] observaron que un total de 24 genes estaban 8 veces 
sobreexpresados en tejidos de CHC asociados a la infección por VHC. Entre estos genes 
había algunos implicados en las modificaciones postraduccionales de histonas, como la 
AURKB (quinasa responsable de la fosforilación de la histona H3), EZH2, G9a y Suv39H2, 
metilasas de histonas en residuos de lisina y arginina; esta última la única 
significativamente asociada con la infección por VHC y CHC. 
 
5. AURORA QUINASA B 
 
El correcto funcionamiento del ciclo celular depende de proteínas reguladoras como las 
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), Polo-like quinasas (PLKs) y Aurora quinasas, que 
controlan la entrada a mitosis y su correcta progresión. Los defectos en estas quinasas son 
causantes de aneuploidías y tumorogénesis [67]. La familia de Aurora quinasas está compuesta 
por tres miembros: Aurora A, B y C; cada uno con diferente localización y funciones [68, 69]. 
Las tres quinasas poseen un dominio catalítico muy conservado y un dominio N-terminal que 
varía en secuencia y longitud (Figura 8).  
Numerosos estudios han descrito la 
sobreexpresión de estas quinasas en 
diferentes tipos de cáncer, incluyendo CHC 
[70, 71]. De hecho, se han diseñado diversos 
inhibidores de estas quinasas como 
moléculas con potencial anticancerígeno, ya 
que no solo son de vital importancia como 
reguladores del proceso de mitosis, sino que 
además se ha descrito que interaccionan con 
múltiples oncoproteínas y proteínas 
supresoras de tumores [72, 73]. Los niveles 
Figura 8. Estructura primaria de las proteínas 
Aurora quinasas. Representación esquemática de 
la estructura primaria de las proteínas quinasas 
humanas Aurora-A, -B y -C. Se representan las 
localizaciones de los dominios catalíticos, de 
activación, y de destrucción en las 3 proteínas. 




de RNA mensajero y de proteína de la AURKB están estrictamente regulados durante el ciclo 
celular, su expresión aumenta durante G2/M y decae rápidamente al final de la mitosis, donde 
el complejo APC/CCdh1 media su degradación [70]. 
La AURKB forma parte del complejo pasajero del cromosoma (CPC), junto con Borealina, 
Survivina e INCENP (proteína del centrómero interno) y se 
localiza en el núcleo en profase, en el centrómero durante 
la mitosis temprana -prometafase y metafase- y después 
en el huso mitótico durante la anafase y telofase, donde 
interviene para asegurar la correcta orientación de los 
cromosomas y finalmente se redirige al anillo contráctil 
donde media la regulación de los procesos de citocinesis y 
segregación cromosómica [71, 74].  
La AURKB participa como quinasa en al menos tres funciones distintas:  
1.- Fosforilación de la histona H3 en los residuos de Ser10 y Ser28 y en el residuo de Ser7 de 
INCENP, eventos necesarios para la condensación de los cromosomas. INCENP interacciona 
con la HP1 (proteína de la heterocromatina 1), que se une específicamente a H3K9me. La 
AURKB se une a INCENP y lleva a cabo la 
fosforilación de la H3Ser10, es posible que 
esta fosforilación sirva para estabilizar la 
asociación del CPC a los centrómeros [75, 
76] (Figura 9). La fosforilación de la 
histona H3 en los residuos de Ser10 y 
Ser28 es por tanto una marca asociada al 
inicio de la mitosis [77]. 
2.- Checkpoint del huso mitótico, el CPC es 
transferido a la zona media a través de la 
unión de INCENP a los microtúbulos con el 
fin de controlar la tensión y corregir 
defectos en el anclaje de los cromosomas 
al huso mitótico (Figura 10 A). Existe una 
interacción dinámica entre la AURKB, la 
depolimerasa de microtúbulos MCAK 
(quinesina asociada al centrómero 
mitótico) y la fosfatasa PP1, que 
constituyen un tensiómetro dependiente de fosforilación. Como se observa en la figura 10 B, la 
Figura 9. Papel del CPC en los 
cromosomas. Figura adaptada de 
Adams, R.R. et al., 2001 [76]. 
A
B
Figura 10. Checkpoint del huso mitótico (A) 
Organización del centrómero interno, centrómero y 
cinetocoro. Los sustratos de AURKB se muestran en 
amarillo. (B) Representación esquemática de la 
interacción dinámica entre AURKB, PP1 y MCAK. 




AURKB tiene una posición metaestable, de manera que en I y III, la localización asimétrica de la 
AURKB en el eje del centrómero da lugar a una fosforilación asimétrica de MCAK, generando 
una tensión asimétrica y provocando el movimiento direccional de los cromosomas. La 
fosforilación de MCAK inactiva su actividad catalítica inhibiendo la despolimerización de los 
microtúbulos, por lo que el cinetocoro que se encuentra más alejado de la AURKB genera más 
fuerza de manera transitoria y la tensión a ambos lados se equilibra (II). Si la actividad de 
AURKB se inhibie o su posición se fija podrían ocurrir errores en la segregación de los 
cromosomas [78]. 
 
3.- Citocinesis, donde la 
AURKB interacciona con 
ZEN-4/MKLP1, quinesina 
que a su vez interacciona 
con PLK1 (polo-like kinase) y 
CYK-4, una GTPasa que 
actúa sobre RhoA mediando 
su movimiento durante la 
citocinesis. También 
fosforila a la vimentina, que 
participa en la formación del 
anillo contráctil del surco de 
escisión. Durante la 
citocinesis, la abscisión final de la membrana es mediado por el complejo ESCRT-III (complejo 
de clasificación endosómico requerido para el transporte III) mediante la actividad de la 
ATPasa VPS4 (proteína de clasificación vacuolar 4). En este punto hay un checkpoint de 
abscisión (NoCut) con el fin de evitar defectos en la segregación cromosómica que se generan 
como consecuencia de la aparición de puentes de cromatina, ya que en el caso de que el 
proceso de división continuara sin resolverlo, provocaría la aparición de aneuploidías y 
acumulación de daño en el DNA. Como se observa en la figura 11, la AURKB también 
desempeña una importante función en el checkpoint de abscisión fosforilando a la proteína 
CHMP4C (proteína del cuerpo multivesicular cargado 4C) que, junto con ANCHR (Regulador del 
checkpoint de abscisión/NoCut), retienen a VPS4 en el cuerpo medio del anillo. Una vez la 
AURKB es inactivada porque se ha resuelto el evento que activaba el checkpoint (por ejemplo, 
un puente de cromatina), la desfosforilación de CHMP4C provoca la disociación del complejo 
Figura 11. Checkpoint de abscisión. Imagen adaptada de Thoresen, S. 




ANCHR-CHMP4C-VPS4, liberando VPS4, que se relocaliza en la zona de abscisión mediando la 
división de las dos membranas a través de ESCRT-III [79, 80]. 
Durante todas estas etapas, la actividad 
de la AURKB está regulada por numerosas 
quinasas y fosfatasas [75]. Su activación tiene 
lugar en dos pasos: en primer lugar, la quinasa 
se une al dominio C-terminal de INCENP a 
través de la altamente conservada IN-box. 
Esta unión desencadena la autofosforilación 
de la AURKB en el residuo de treonina 232 
presente en su dominio de activación, provocando la estabilización de una conformación 
abierta de la cola C-terminal de la quinasa. En un segundo paso, Aurora B fosforila a INCENP en 
dos residuos de serina adyacentes en la secuencia TSS. Esta fosforilación da lugar a la 
liberación de la AURKB, con la actividad quinasa parcialmente activa (Figura 12). Por otro lado, 
las fosfatasas PP1 y PP2A interaccionan con la AURKB defosforilándola e inhibiendo su 
actividad [75]. Adicionalmente, la AURKB es fosforilada en el residuo de serina 331. La 
fosforilación en este residuo es esencial para la completa activación de la AURKB y es llevada a 
cabo por las quinasas CHK2 durante la prometafase temprana, CHK1 durante la prometafase 
tardía y la metafase (dos quinasas que juegan un importante papel en los checkpoints que 
regulan el daño y la replicación del DNA) [81, 82]; y también puede ser llevada a cabo por las 
quinasas CLKs 1, 2 y 4 durante etapas finales de la citocinesis para activar el checkpoint de 
abscisión NoCut [83]. 
 
5.1. POLIMORFISMOS EN LOS GENES DE LA AURORA QUINASA 
 
 Existen numerosos estudios GWAS que tratan de establecer una relación entre los 
polimorfismos presentes en los genes codificantes de la familia de Aurora quinasas y el 
desarrollo de diferentes tipos de cáncer, debido a que estas proteínas juegan un importante 
papel como reguladoras del proceso de mitosis. En este sentido, se ha analizado la implicación 
en cáncer de mama observando como en la posición rs2241909 del gen AURKB, el alelo C en 
homocigosis presenta asociación con un mayor riesgo de cáncer de mama, mientras que 
rs1059476 (AURKB) y rs2273535 (AURKA) no presentan ninguna relación [68]. Estos mismos 
polimorfismos se analizaron también en cáncer de colon observándose en este caso como la 
presencia del alelo C en rs2241909 mostraba una reducción significativa de la supervivencia 
global [84]. 
Figura 12. Esquema activación AURKB. Imagen 




También se ha analizado la asociación de polimorfismos en genes de Aurora quinasas con 
el porcentaje de densidad mamográfico, observándose una asociación consistente de los SNPs 
rs4792590 y rs302726, ambos localizados en el gen de la AURKB; sin embargo, la asociación no 
fue estadísticamente significativa [85]. Por otro lado, en los trabajos de Mesic, A. et al [86, 87] 
se ha analizado la asociación de SNPs presentes en los genes de la familia de Aurora quinasas 
con la susceptibilidad de desarrollar cáncer gástrico. Concretamente, se genotiparon los SNPs 
en los genes de AURKA (rs2273535, rs1047972, rs911160, rs8173), AURKB (rs2241909, 
rs2289590) y AURKC (rs758099, rs11084490), observándose asociación en el caso de 
rs1047972 (AURKA), rs2289590 (AURKB) y rs758099 (AURKC). 
  
Referencia Gen SNP Tipo de cáncer 
Tchatchou, S. et al, 2007 [68] AURKB rs2241909 Cáncer de mama 
Pohl, A. et al, 2011 [84] AURKB rs2241909 Cáncer colorrectal 
Vachon, C.M. et al, 2012 [85] AURKB rs4792590 Cáncer de mama 
AURKB rs302726 




Mesic, A. et al, 2016 [87] AURKA rs1047972 Cáncer gástrico 
AURKC rs758099 
 
Tabla 1. Estudios de asociación de polimorfismos en los genes de las Aurora quinasas con diferentes 
tipos de cáncer 
 
En el caso del gen de la AURKB, los únicos SNPs descritos en la región codificante son 
rs2241909 y rs1059476. Estos SNPs muestran un elevado desequilibrio de ligamiento [84] y tan 
solo uno de ellos, rs2241909, se ha relacionado en la literatura con la susceptibilidad de 
desarrollar cáncer de colon y mama; mientras que en el caso de rs1059476 no se ha descrito 
ninguna asociación hasta el momento.  
 
6. TRATAMIENTOS DE LA HEPATITIS C Y REVERSIÓN DE LA FIBROSIS 
 
 Durante la última década, la terapia para la infección por el VHC se basaba en un régimen 
de interferón pegilado (PEG-IFN-D) en combinación con ribavirina (RBV), un análogo de 
nucleósido. Con estas terapias se obtenía una tasa de respuesta viral sostenida (RVS) del 42-
52% y 76-82% en individuos infectados con los genotipos virales 1 y 4, y 2 y 3, 
respectivamente. La aparición de los nuevos tratamientos, antivirales de acción directa (DAAs), 
con una tasa de RVS superior al 95%, ha provocado un cambio drástico en el panorama actual 
de la hepatitis C. Estos antivirales inhiben diferentes proteínas virales específicamente: la 
proteasa NS3/4a (boceprevir, telaprevir, simpeprevir, paritaprevir, grazoprevir), el complejo de 




(sofosbuvir (SOF)). Si bien no se puede hablar de erradicación de la enfermedad, ya que no 
existe la vacuna frente al VHC, la eliminación en muchas áreas sí puede considerarse un 
objetivo cercano, y en este sentido la OMS sitúa el horizonte de eliminación en el año 2030 
[11, 88].  
El objetivo último del tratamiento antiviral es detener la progresión de la fibrosis hepática 
y, si fuera posible, la regresión del daño generado a formas menos severas de fibrosis. En este 
sentido, existen evidencias que indican que en el curso de una enfermedad crónica la 
arquitectura hepática está bajo constante remodelación, con procesos constantes de 
progresión y regresión de la fibrosis reflejando un balance entre el daño y la reparación. 
Cuando el estímulo que está generando el daño es eliminado, los mecanismos de regresión de 
la fibrosis pueden mejorar la histología hepática, de manera que los septos fibrosos se vuelvan 
más finos y perforados, los nódulos incipientes puedan llegar a desaparecer, se produzca la 
aparición de fibras de colágeno aisladas, etc. [89]. La reversión depende de varios factores: 1) 
que se elimine la causa principal que causa el daño hepático; 2) la regresión del estado 
activado de los miofibroblastos y/o su eliminación mediante apoptosis de las HSC; 3) la 
degradación del exceso de MEC y 4) una reducción de la inflamación [90]. Sin embargo, y a 
pesar de que en la mayoría de los pacientes respondedores a tratamiento se produce una 
parada en la progresión de la fibrosis hepática e incluso reversión de la misma, existe 
actualmente cierta controversia sobre el efecto de la eliminación del virus en algunos 
pacientes y la recurrencia de CHC. En este sentido, el tratamiento con DAAs no provoca un 
aumento en el riesgo de aparición de CHC de novo en pacientes cirróticos con hepatitis C, sin 
embargo, parece tener un efecto en la recurrencia del CHC en pacientes con historias de CHC 
previo tratado y curado, con unos porcentajes de recurrencia variables según los diferentes 
estudios, llegando a alcanzar un 30% en algunos de ellos [88, 91].  
Un factor a tener en cuenta en la evolución de la enfermedad hepática post-tratamiento y 
que podría estar en la base de las observaciones realizadas es la evolución de las marcas 
epigenéticas una vez eliminado el estímulo que produjo su inducción. Las modificaciones 
postraduccionales de las histonas son cambios reversibles, por lo que cabría esperar que vayan 
desapareciendo cuando se eliminan los factores desencadenantes. No obstante, otros tipos 
celulares como en las células T del sistema inmune, pueden mantener la memoria inmune a 
través de cambios epigenéticos que se mantienen y generan un estado susceptible de 















El principal objetivo de esta tesis es analizar si la infección por el VHC induce cambios 
epigenéticos en las histonas que afectan al desarrollo de fibrosis y/o carcinoma hepatocelular. 
 
 
Para ello se plantean los siguientes objetivos secundarios: 
 
1. Analizar el efecto de la infección por el VHC sobre las modificaciones 
postraduccionales de las histonas.  
 
2. Determinar las actividades enzimáticas responsables de las alteraciones epigenéticas 
observadas, así como las proteínas virales a través de las cuales el virus media su 
efecto. 
 
3. Analizar el efecto de las modificaciones epigenéticas sobre la regulación de la 
expresión de genes relacionados con la respuesta inflamatoria y el desarrollo de 
fibrosis. 
 
4.  Determinar el efecto de la eliminación de la infección por VHC por el tratamiento 
antiviral con DAAs en la reversión de los cambios epigenéticos inducidos por el VHC.  
 
5. Analizar la correlación de los polimorfismos de las actividades enzimáticas celulares 
implicadas en la regulación de las modificaciones postraduccionales de las histonas 
inducidas por VHC y su asociación con la progresión de la enfermedad hepática en 















Los anticuerpos fueron adquiridos en Abcam (Cambridge, Reino Unido), Calbiochem/Merk 
Millipore (Billerica, Massachusetts, EEUU), Cell Signaling Technology (Sanvers, MA, EEUU) 
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EEUU), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO; EEUU), Rockland 
(Limerick, PA, EEUU), Li-cor (Lincoln, NE, EEUU) y Thermo Fischer Scientific (Waltham, 
Massachusetts, EEUU). 
 
PRIMARIOS Casa comercial Referencia Origen Dilución WB 
Dilución 
IF 
Core Santa Cruz sc-69937 Mouse 1/1000 1/100 
NS5A Santa Cruz sc-65458 Mouse 1/1000  
HA Clontech #631207 Rabbit 1/2000 1/200 
H3Ser10ph Millipore 06-570 Rabbit 1/1000 1/100 
H3K9me2 Millipore 07-441 Rabbit 1/1000  
H3K9me3 Millipore 07-523 Rabbit 1/1000  
H3K4me2 Millipore 07-030 Rabbit 1/1000  
H3Ac Millipore 06-599 Rabbit 1/1000  
H3 total Millipore 06-755 Rabbit 1/1000  
E-Actina Santa Cruz sc-1615 Goat 1/1000  
α-Tubulina Sigma-Aldrich T8328 Mouse 1/1000 1/200 
GAPDH CalBiochem #CB1001 Mouse 1/1000  
AURKB abcam ab2254 Rabbit 1/1000 1/100 
pAURKB Rockland #600-401-677S Rabbit 1/1000  
pMSK-1 Cell Signalling #9595 Rabbit 1/1000  
phChk1 Cell Signalling #2341 Rabbit 1/1000  
PARP Santa Cruz sc-7150 Rabbit 1/1000  
Caspase3 Santa Cruz sc-1225 Goat 1/1000  
DNMT3A Santa Cruz sc-20703 Rabbit 1/1000  
DNMT1 Epigentek mAb 60B122.1 Mouse 1/1000  
HDAC1 Santa Cruz sc-7872 Rabbit 1/1000  
SECUNDARIOS Casa comercial Referencia Dilución WB 
Dilución 
IF 
Goat anti-mouse IgG Li-cor P/N 925-32210  1/10000  
Goat anti-rabbit IgG Li-cor P/N 925-68021 1/10000  
Goat anti mouse-Alexa 488 Thermo Fischer Scientific  A11029  1/200 
Goat anti rabbit-Alexa 546 Thermo Fischer Scientific  A11035  1/200 
 









VECTORES DE EXPRESIÓN EUCARIOTA 
pCMV-HA-N: vector de expresión eucariota de mamíferos que contiene el promotor de CMV para 
la sobreexpresión de proteínas y un tag de HA en el extremo N-terminal para su detección. 
o pCMV-HA-core1a: cDNA de la proteína core del VHC del genotipo 1a. 
o pCMV-HA-core1b: cDNA de la proteína core del VHC del genotipo 1b. 
o pCMV-HA-core2a: cDNA de la proteína core del VHC del genotipo 2a. 
o pCMV-HA-AURKB C/T: cDNA de la proteína AURKB wt. 
o pCMV-HA-AURKB C/C: cDNA de la proteína AURKB con la mutación puntual p.M298T. 
 
pCDNA3.1v5-His(A)-0: vector de expresión eucariota de mamíferos que contiene contiene el 
promotor de CMV para la sobreexpresión de proteínas y un tag de Histidinas en el extremo C-
terminal para su detección. 
o pCDNA3.1v5-His(A)-AURKB C/T: cDNA de la proteína AURKB wt. 
o pCDNA3.1v5-His(A)-AURKB C/C: cDNA de la proteína AURKB con la mutación puntual 
p.M298T. 
o pCDNA3.1v5-His(A)-AURKB T/T: cDNA de la proteína AURKB con la mutación puntual 
c.1007C>T.  
o pCDNA3.1v5-His(A)-AURKB T/C: cDNA de la proteína AURKB con las mutaciones c.1007C>T y 
p.M298T. 
o pCDNA3.1His(A)-core1b: cDNA de la proteína core del VHC del genotipo 1b. 
o pCDNA3.1His(A)-core1b (1-122): cDNA del mutante de deleción I123_A191del de la proteína 
core del VHC del genotipo 1b.  
 
VECTORES DE EXPRESIÓN BACTERIANA 
pGEX4T1-0: vector del sistema Glutathione S-transferase (GST) Gene Fusion System para la 
expresión y purificación de proteínas de fusión GST producidas en Eschericia coli (E. coli). 
o pGEX4T1-AURKB C/T: cDNA de la proteína AURKB wt. 
o pGEX4T1-AURKB (1-250): cDNA del mutante de deleción AURKB N251_A344del, que codifica 
por los 250 primeros aminoácidos de la AURKB. 
o pGEX4T1-AURKB (1-75): cDNA del mutante de deleción AURKB D76_A344del, que codifica por 
los 75 primeros aminoácidos de la AURKB. 
o pGEX4T1-AURKB C/C: cDNA de la proteína AURKB con la mutación puntual p.M298T. 
o pGEX4T1-AURKB T/T: cDNA de la proteína AURKB con la mutación puntual c.1007C>T. 
o pGEX4T1-AURKB T/C: cDNA de la proteína AURKB con las mutaciones c.1007C>T y p.M298T. 
o pGEX4T1-CHMP4C: cDNA de la proteína CHMP4C. 
 
PLÁSMIDOS REPORTERS 
pRL-TK: vector que contiene el gen testigo de la luciferasa renila bajo el control del promotor de la 
Timidina quinasa del virus del Herpes simplex (HSV), de expresión constitutiva. Es usado en 
experimentos como plásmido reporter control para normalizar la expresión del gen experimental. 
3xNF-κB-luc: plásmido reporter que contiene el gen testigo de la luciferasa (pGL3basic) fusionado 
con 3 copias del promotor de NF-κB. 
p-COX-2-luc: plásmido reporter que contiene el gen testigo de la luciferasa (pGL3basic) fusionado 
con el promotor del gen COX-2 (-1796, +104). 
p-COX-2-luc (P2-192): plásmido reporter que contiene el gen testigo de la luciferasa (pGL3basic) 
fusionado con una región del promotor de COX-2 (-88, +104) que no contiene el sitio putativo de 
unión a NF-κB. Cedido por el doctor Miguel Ángel Íñiguez [94]. 
 
 
Tabla 3: Listado de plásmidos empleados. 
 






Oligonucleótidos para qRT-PCR: 
Gen Secuencia Tamaño amplicón 
Posición 
nucleótidos 
COX-2 5’-CGCAGTACAGAAAGTATCACAGGC-3’ 82 pb 1381/1462 
5’-GCGTTTGCGGTACTCATTAAAA-3’ 
GAPDH 5’-ACACTGCATGCCATCACTGCC-3’ 266 pb 717/982 
5’-GCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’ 




5’-TGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAG-3’ 300 pb 47/347 
5’-TGCTCATGGTGCACGGTCTACGAG-3’ 
 
Oligonucleótidos para ChIP: 
Gen Secuencia Tamaño amplicón Posición nucleótidos 
COX-2 5’-ACTCGCCCCAGTCTGTCCCG-3’ 379 pb -1812/-2190 
5’-GGGCAGGGTTTTTTACCCAC-3’ 
 
Oligonucleótidos para pirosecuenciación: 
Gen Secuencia Tamaño amplicón Posición nucleótidos 
AURKB 5’-GGTGGACCTAAAGTTCCCCGCTTC-3’ 199 pb 5732/5934 Bt-5’-CACGCACCCGAGTGAATGACAG-3’ 
AURKB 
5’UTR 
5’-GGCGTGGCAGATTCAGTTGTT-3’ 241 pb  Bt-5’-AAGGGAGCAGGTCAGCACACT-3’ 
 
Oligonucleótidos para DNA genómico: 
Gen Secuencia Tamaño amplicón Posición nucleótidos 
AURKB 5´-GGTGGGCAGAGTGTATTTGC-3' 375 pb 5620/5994 5´-CAGATAAGGGAACAGTTAGGGATCC-3’ 
 
Oligonucleótidos para clonaciones: 
Construcción Secuencia Tamaño amplicón 
pGEX-4T1-GST-AURKB (1-75) 5’-GAATTCATGGCCCAGAAGGAG-3’ 249 pb 
5’-GCCGCTCGAGGTCATCAATTGTGAAG-3’ 
pGEX-4T1-GST-AURKB (1-250) 5’-GAATTCATGGCCCAGAAGGAG -3’ 774 pb 
5’-GCCGCTCGAGATTGTGCATGCGCCCC-3’ 
pcDNA3.1His(A)-core1b (1-122) 5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ 382 pb 
5’-GGCTGCGGCCGCGACCTTACC-3’ 
 
Oligonucleótidos para mutagénesis dirigida: 
Construcción Secuencia Posición nucleótidos 
pGEX-4T1-GST-AURKB p.M298T 5’-CGCTTCCGTGCCCACGGGAGCCCAGG-3’ 5750/5775 




pGEX-4T1-GST-AURKB wt 5’-CGCTTCCGTGCCCATGGGAGCCCAGG-3’ 5750/5775 
5’-CCTGGGCTCCCATGGGCACGGAAGCG-3’ 









directo 5´-GGTGGACCTAAAGTTCCCCGCTTC-3' 95 pb 5732/5826 Primer 
reverso 5´-CCAGGGGCAGCCGTTCCG-3' 
FAM 5’-CCCACGGGAGCCCAGGA-3’-FAM 5760-5776 
Cy5 Cy5-5’-TCATCTCCAAACTGCTCAGGCATAACCC-3’ 5779-5806 
 
Tabla 4: Listado de oligonucleótidos empleados para qRT-PCR, ChIP, pirosecuenciación, amplificación 
de DNA genómico, clonaciones, mutagénesis dirigida, sondas FRET y sondas LNA. 
 
1.4. LÍNEAS CELULARES 
 
1.4.1. CÉLULAS HuH7.5 
La línea celular HuH7.5 fue 
generada en el laboratorio del 
Dr. Reeves. Esta línea celular se 
ha autentificado en el servicio 
de genómica del Centro de 
Biología Molecular Severo 
Ochoa (CBMSO). Es una línea 
celular de hepatoma humano 
derivada de las células HuH7, establecidas por Nakabayshi y Sato en 1982; con una mayor 
permisividad a la infección y replicación del VHC (Blight et al., 2002), con capacidad de 
replicación autónoma, genoma dicistrónico y con la posibilidad de seleccionar aquellas 
que posean RNA procedente del virus derivado del genotipo 2a JFH1. Estas células han 
sido modificadas genéticamente con la finalidad de permitir la observación de infecciones 
in vivo o en células fijadas, dando lugar a las células HuH7.5 reporter (Jones et al., 2010). 
Estas células han sido transducidas de manera estable con lentivirus, permitiendo la 
expresión de la proteína roja fluorescente (RFP) y la proteína verde fluorescente (GFP). La 
RFP se encuentra fusionada a una señal de localización nuclear y al IPS-1 (proteína 
estimuladora del promotor de interferón beta 1), un conocido sustrato de la proteasa 
Figura 13. Células HuH7.5 reporter infectadas y sin infectar 
por el VHC.  
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NS3-4A, que se encuentra anclado a la mitocondria. En ausencia de una infección 
productiva la RFP permanece unida a la mitocondria, observándose una fluorescencia 
citoplasmática. Sin embargo, cuando se produce una infección productiva por el VHC, se 
corta el IPS-1 por la proteasa viral NS3-4A permitiendo la translocación de RFP al interior 
del núcleo que adquiere color rojo (Figura 13). 
 
1.4.2. HEPATOCITOS PRIMARIOS 
Los hepatocitos primarios humanos fueron proporcionados por el doctor Jordi 
Muntané. Fueron preparados a partir de las biopsias de hígado de dos pacientes que 
habían sido sometidos a una resección quirúrgica de tumores hepáticos de origen no viral, 
con el consentimiento escrito firmado por los pacientes. Los hepatocitos fueron aislados 
mediante el procedimiento de perfusión con colagenasa de dos etapas [95]. 
 
1.5. CEPA INFECCIOSA DE VHC 
 
El virus inicial VHC-p0 fue obtenido tras electroporar células Lunet con RNA transcrito de 
Jc1FLAG2 (p7-nsGluc2A), una quimera de las cepas cultivables de VHC J6 y JHF-1 del genotipo 
2a [96]. Con la finalidad de estudiar la evolución a largo plazo, el virus VHC-p0 fue sometido a 
200 pases seriados en células HuH7.5 reporter, con células naive infectadas en cada pase. En 
este trabajo se han utilizado los virus VHC-p0, VHC-p100 y VHC-p200, teniendo este último un 
fitness 2.2 veces mayor que el primero [12]. Todos los experimentos con cepas virales fueron 
realizados en colaboración con el laboratorio del Dr. Esteban Domingo y la Dra. Celia Perales. 
 
2. ESTUDIO IN VITRO 
 
2.1. CULTIVOS CELULARES 
 
Las células HuH7.5 reporter se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium) pH 7,35 (Gibco®, Waltham, Massachusetts, EEUU) suplementado con 1% de 
glutamina y con 10% de suero fetal bovino (Blight et al., 2002), 100 U/ml de penicilina G y 100 
μg/ml de estreptomicina. Todas las células fueron cultivadas a la temperatura de 37ºC con 5% 
de CO2 y 95% de humedad. 
 
2.1.1. INFECCIÓN VIRAL 
La infección viral se llevó a cabo 24 horas después de sembrar las células a una 
densidad de 2·105 células/pocillo en placas MW6 o 5·104 células/pocillo en placas MW24 
utilizando una multiplicidad de infección (MOI) de 0.03 (TCID50/célula). Las células 
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infectadas fueron incubadas durante 5 horas, seguidamente fue retirado el medio que 
contenía el inóculo, y se añadió medio DMEM suplementado con 10% de suero.  
Como control negativo de infección se usó el virus GNN, ya que al portar una 
mutación en la polimerasa viral NS5A que conlleva defectos en la replicación, no se 
obtienen partículas infecciosas. 
 
2.1.2. TRANSFECCIONES 
Las placas para cultivos celulares se obtuvieron de Falcon (Becton Dickinson Labware, 
Franklin Lakes, NJ, EEUU). Para los experimentos, las células se sembraron en placas 
multiwell de 6 y 24 pocillos a una confluencia de 2·105 y 5·104 células/pocillo 
respectivamente. Tras 24 horas, las células se transfectaron usando el reactivo FuGeneHD 
(Promega, Fitchburg, Wisconsin, EEUU) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se 
transfectaron 0.25 y 1 µg de los vectores de expresión pCMV-HA-0, pCMV-HA-core o 
pCMV-NS5A de los diferentes genotipos en placas MW24 y MW6, respectivamente. 
Adicionalmente se sobreexpresó entre 1-5 veces más de los diferentes vectores de 
expresión de la AURKB en los experimentos indicados. 
En los experimentos de Coinmunoprecipitación e Inmunoprecipitación de cromatina, 
se emplearon placas P100, sembradas a una confluencia de 106 células/placa y se 
transfectaron 8 µg de los vectores de expresión por placa mediante el método de fosfato 
cálcico: mezcla de DNA con 250 mM CaCl2 en relación 1:1 con el tampón HBS 2X (50 mM 
HEPES pH 7.07, 10 mM KCl, 12 mM dextrose, 280 mM NaCl, 1.5 mM Na2HPO4·2H2O pH 
7.1), se mezclaron lentamente por goteo y fueron añadidas a las células e incubadas 
durante 16 horas para seguidamente lavar dos veces consecutivas con PBS y añadir medio 
DMEM suplementado con un 10% de suero.  
 
2.1.3. ENSAYOS DE RNA DE INTERFERENCIA 
Cincuenta o 100 nM de los siRNAs de AURKB (Dharmacon, Lafayette, CO, EEUU) 
fueron transfectados empleando el reactive FuGeneHD (Promega). 72 horas después de la 
transfección se recogieron las células. Las cantidades de mRNA y los niveles de proteína 
de la AURKB fueron determinados por qRT-PCR y western blot respectivamente. 
 
2.1.4. TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS 
- ZM-447439 (Tocris, Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota, EEUU): inhibidor de la 
AURKB. Añadido 30 minutos después de la transfección a una concentración final de 2 
µM. Los extractos se recogieron 72 horas después de la adición del tratamiento. 
 
- Ácido okadaico (Sigma): inhibidor de las fosfatasas PP1 y PP2A. 
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Añadido 3.5 horas después de la transfección a una concentración final de 2 nM. Los 
extractos se recogieron 72 horas después de la adición del tratamiento. 
 
- AZD1152-HQPA (Sigma): inhibidor de la AURKB. 
Añadido 30 minutos después de la transfección a una concentración final de 25 nM. 
Los extractos se recogieron 72 horas después de la adición del tratamiento. 
 
- Antivirales de acción directa 
Los antivirales utilizados fueron un inhibidor de la polimerasa viral, sofosbuvir (SOF) 
(C22H29N3FO9P) (Selleck Chemicals, Houston, EEUU), y un inhibidor de la NS5A, 
daclatasvir (DCV) (C40H50N8O6) (Selleck Chemicals). 
Añadidos 72 horas después de la infección a unas concentraciones finales de 4.000 
nM de DCV y 20.000 nM de SOF. Los extractos se recogieron a tiempos 0, 24, 48 y 72 
horas después de la adición de los mismos. 
 
2.2. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS VIRALES 
 
La determinación de los parámetros virales fue llevada a por el grupo del doctor Esteban 
Domingo según los procedimientos descritos en [12]. 
 
2.2.1. TITULACIÓN VIRAL 
Para la titulación viral, se hicieron diluciones seriadas a partir de los sobrenadantes 
procedentes de las diferentes muestras, que se utilizaron para infectar una nueva 
monocapa de células HuH7.5 sembradas 16 horas antes a una confluencia de 6400 
células/pocillo en placas MW96. 72 horas después de la infección, las células se lavaron 
con PBS, se fijaron con metanol frío y fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal 
contra NS5A como está descrito previamente [9]. Los títulos virales se expresaron como 
dosis infecciosa (TCID50/ml). La titulación de cada sobrenadante se llevó a cabo por 
triplicado.  
 
2.2.2. DETERMINACIÓN DEL RNA VIRAL 
La cuantificación del RNA viral se llevó a cabo mediante qRT-PCR a partir del RNA 
total extraído de las células utilizando Light Cycler RNA Master SYBR green I kit (Roche). Se 
amplificó la región 5’UTR (región 5’ no traducida) del genoma del VHC utilizando los 
primers VHC-5UTR-F2 y VHC-5UTR-R2 (Tabla 3 – Oligonucleótidos para qRT-PCR). La 
cuantificación fue relativizada a una curva standard con concentraciones conocidas del 
RNA viral. La especificidad de la reacción se determinó mediante una curva de 
desnaturalización del DNA amplificado. Los controles negativos (sin molde de RNA o con 
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el RNA de células sin infectar) fueron analizados en paralelo para cada reacción de 
amplificación para garantizar la ausencia de contaminaciones. Las cuantificaciones fueron 
realizadas por triplicado. 
 
2.3. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
2.3.1. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 
72 horas después de la transfección o de la infección viral, las células fueron lavadas 
con buffer PBS 2 veces consecutivas; seguidamente se prepararon lisados celulares 
utilizando el buffer de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 0,5% SDS, 30 mM PPi, 
125 mM NaF; 100μM Na3VO4 junto con un cóctel de inhibidores de proteasas), las 
muestras se jeringuearon 10-14 veces y se incubaron durante 10 minutos en hielo. 
Seguidamente se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se recogieron los 
sobrenadantes resultantes, donde se encontraba la fracción proteica y se utilizaron para 
cuantificar la proteína. La concentración de proteína fue determinada mediante el uso de 
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fischer Scientific), utilizando albúmina sérica 
bovina (BSA) para la curva standard. 
 
2.3.2. ENSAYO DE WESTERN BLOT 
Entre 15-50 μg de los extractos proteicos totales fueron sometidos a electroforesis 
en condiciones desnaturalizantes en geles SDS-PAGE al 10-15% y transferidos a 
membranas de nitrocelulosa Whatman-Protran con un tamaño de poro de 0.2 μm (Sigma) 
durante 1 hora a 120V. Posteriormente, la membrana se bloqueó durante 1 hora con una 
solución de TBS (tampón salino de Tris) y 0.1% de Tween-20 (Thermo Fischer Scientific) 
con leche desnatada al 5% para luego ser incubada con los diferentes anticuerpos 
primarios disueltos en BSA al 4% en TTBS toda la noche a 4ºC. Seguidamente, se incubó 
con el anticuerpo secundario y se revelaró detectando la fluorescencia con Odyssey CLX 
Imaging System (Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EEUU) o mediante ECL Western Blotting 
Systems GE Healthcare (Chicago, Illinois, EEUU).  
 
2.3.3. COINMUNOPRECIPITACIÓN (CoIP) 
 
Se utilizaron 1 millón de células HuH7.5 en 8 placas p100 que se transfectaron con los 
vectores de expresión de core (pCMV-HA-core) mediante transfección con fosfato cálcico. 
72 horas después de la transfección, las células fueron recogidas en buffer de CoIP (50 
mM HEPES pH 7.5, 0.6 M KCl, 0,5% NP40, 1 mM Na3VO4, 1 µM DTT, 1 mM PMSF e 
inhibidores de proteasas). La cantidad de proteína fue determinada mediante el método 
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de Bradford Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). 1mg de proteína se incubó 
durante toda la noche con anticuerpo específico para la proteína de interés o con Normal 
Rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) para descartar uniones inespecíficas. 
Posteriormente, se añadieron 40 μl de proteína A (Protein A beads). Finalmente, se 
lavaron los inmunoprecipitados y se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo 
específico para la segunda proteína de interés.  
 
2.3.4. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS GST 
Bacterias competentes BL21 fueron transformadas con los plásmidos de expresión 
bacteriana pGEX4T correspondientes, y crecidas a 37ºC hasta alcanzar una DO (O=600 nm) 
= 0.6-0.8. A continuación, la expresión de las proteínas de fusión fue inducida con 0.4 mM 
IPTG (Sigma) a 30ºC durante 1 hora. Seguidamente, se centrifugaron las bacterias y se 
lisaron con un buffer de lisis que contenía PBS frío, 0.6 mM PMSF, inhibidores de 
proteasas y 1% de Tritón. Los extractos se sonicaron en hielo 6 ciclos de 15”ON/15”OFF. 
Se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm y el sobrenadante se incubó con 150 Pl Sepharosa 
al 50% durante 1 hora a 4ºC. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se 
resuspendió la proteína de fusión GST en 75 Pl de PBS. La concentración de proteína 
obtenida se determinó mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE y tinción con azul 
brillante de Coomasie R-250 (Bio-Rad), utilizando distintas concentraciones de BSA como 
referencia. 
 
2.3.5. ENSAYO DE INTERACCIÓN PROTEÍNA-PROTEÍNA IN VITRO O PULL DOWN 
La proteína core 1b o, alternativamente, core 1b (1-122), se tradujo in vitro mediante 
la adición de 2 µg de su vector de expresión pcDNA3.1His(A)-core1b a 30 µl de lisado de 
reticulocitos TnT® Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega), siguiendo 
las instrucciones del proveedor y en presencia de 16.5 µCi de 35S-metionina durante 1.5h 
a 30ºC. El producto se resolvió por SDS-PAGE y se visualizó mediante autoradiografía. 5 µl 
de la proteína traducida se utilizaron en la interacción con 1 µg de las proteínas GSTs. 
Cada mezcla se incubó en 150 µl de buffer IPAB (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCl, 5 mM 
MgCl2, 0,02% Tritón, 0,02 µg/µl BSA, 1 mM PMSF e inhibidores de proteasas) durante una 
1 hora a 4ºC. Seguidamente se realizaron 3 lavados con el buffer IPAB y se resuspendió en 
20 µl de buffer de carga de proteínas. El producto se resolvió por electroforesis SDS-PAGE 
y se visualizó mediante autorradiografía con Agfa® X-Ray Film (VWR, RDNAor, PA, EEUU). 
 
2.3.6. ENSAYO QUINASA 
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Se utilizaron 500 ng de las diferentes construcciones de GST-AURKB y 2.5 µg histona 
H3 como sustrato por reacción. Las reacciones se llevaron a cabo en 30 µl de buffer 
quinasa (250 mM HEPES pH 7.5, 50 mM MgCl2, 50 mM E-Glicerofosfato, 5 mM DTT, 12.5 
mM EGTA, 0.5 mM Na3VO4, 5 µM NaF) conteniendo 150 µM ATP frío y 5 µCi de 32P-ATP, y 
se incubaron a 30ºC durante 20 minutos, agitando cada 5 minutos. El producto se resolvió 
por SDS-PAGE y se visualizó mediante autoradiografía con Agfa® X-Ray Film (VWR). 
 
2.4. DETERMINACIÓN DE RNA 
 
2.4.1. EXTRACCIÓN DE RNA 
Previamente a la extracción de RNA, las células se lavaron con PBS a 4ºC y el RNA se 
extrajo utilizando TRI Reagent® (Sigma) según las indicaciones del proveedor. La cantidad 
de RNA y su pureza se determinaron midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm mediante 
del uso de un espectrofotómetro de espectro total Nanodrop. 
 
2.4.2. RT-PCR 
Para cada una de las muestras se emplearon 2 Pg de RNA que fueron retro-
transcritos a cDNA mediante el uso del kit AMV Reverse Transcriptase (Promega) y de 
random primers en un volumen final de 20 Pl siguiendo los siguientes ciclos en el 




Se utilizaron 2 Pl del cDNA obtenido en la reacción de RT-PCR para cada una de las 
reacciones de QRT-PCR. Empleando la mezcla de reacción de FastStart Universal SYBR 
Green Master (ROX) de Roche en un volumen final de 20 Pl y siguiendo las instrucciones 
del proveedor. Mediante el uso de un termociclador Real Time PCR Cycler Rotor Gene 
2000 (Qiagen) se realizaron los siguientes ciclos: 10 minutos a 95ºC para desnaturalizar el 
cDNA, a continuación 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC, 15 segundos a 55-65ºC (en función 
de los primers) y 30 segundos a 72ºC, adquiriéndose la fluorescencia a 80-85ºC durante 
15 segundos; finalmente 10 minutos a 72ºC. La expresión relativa de cada gen se calculó 
utilizando el método de 2-''Ct [97]. Los niveles de expresión de cada producto de PCR se 
calcularon como la abundancia relativa de RNA con respecto a la muestra control y se 
relativizaron con respecto a la expresión de la GAPDH. 
 
2.4.4. RNA-Seq 
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Las muestras de RNA total fueron procesadas mediante el NEBNext® Ultra™ 
Directional RNA Library Prep kit (Illumina, San Diego, CA, EEUU) de acuerdo con las 
instrucciones del proveedor. Las librerías de RNA fueron secuenciadas en el secuenciador 
Illumina Hiseq 2000 sequencer generando ∼90 millones pares de lecturas por muestra. Se 
determinó la calidad de las lecturas mediante un análisis usando FASTQC y los resultados 
fueron alineados con el HG19 Human Genome usando TopHat. El número de fragmentos 
por millón de kilobases (FPKM) para cada gen se determinó usando Cufflinks. Los 
resultados procedentes del empleo de esta técnica nos permitieron determinar los 11358 
genes que se expresan en las células HuH7.5. 
 
2.5. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL. ENSAYO DE LUCIFERASA 
 
Las células fueron sembradas en placas MW24, tras la infección con el VHC o la 
transfección con los cDNAs de las diferentes proteínas, fueron co-transfectadas con FuGeneHD 
(Promega) con 0.0625 μg de un plásmido reporter con el promotor del gen de interés unido a 
la secuencia codificante de la luciferasa junto con 0.0025 μg el vector pRL-TK, que contiene el 
gen de la proteína renilla y que se utilizó como control interno de transfección. 72 horas 
después de la transfección las células se lisaron con Passive Lysis Buffer y se determinó la 
actividad luciferasa y renilla empleando el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System 
(Promega). La actividad de la luciferasa se normalizó con la actividad renilla y la cantidad de 
proteína, previamente cuantificada mediante el método de Bradford Protein Assay (Bio-Rad, 
Hercules, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del proveedor.  
 
 
2.6. ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (ChIP) 
 
72 horas después de la infección o, alternativamente, de la transfección con fosfato 
cálcico de los vectores de expresión pCMV-0 o pCMV-core 2a; las células fueron disgregadas 
con Tripsina y resuspendidas en medio a una confluencia final de 5·106 células/ml. Los 
complejos DNA/proteína se cross-linkaron con buffer formaldehído al 1% (0.1 M NaCl, 1 mM 
EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM HEPES pH 8, 11% HCHO) durante 10 min a 37ºC, 
parando la reacción con Glicina 125 mM (concentración final). Seguidamente se lavaron con 
PBS, y dos lavados sucesivos con los bufferes B (0.25% Tritón, 10 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA 
pH 8, 20 mM HEPES pH 8) y C (0.15 M NaCl, 1 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM 
HEPES pH 8) y se resuspendieron en el buffer de incubación IB (0.15% SDS, 1% Tritón, 150 mM 
NaCl,1 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM HEPES pH 8). A continuación, se sonicaron 
mediante el uso de un sonicador Bioruptor UCD-200TM (Diagenode, Liège, Belgium) con ciclos 
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de 30”ON/30”OFF durante 12.5 minutos. 2.5·106 células por reacción se resuspendieron en un 
volumen final de 300 μl de IB con 30 μl de proteína sepharosa A/G, 0.1 % BSA, 3 μg del 
anticuerpo e inhibidores de proteasas. Se incubaron toda la noche a 4ºC para seguidamente 
someterlas a sucesivos lavados: 2X buffer 1 (0.1% SDS, 0.1% DOC, 1% Tritón, 150 mM NaCl,1 
mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM HEPES pH 8), 1X buffer 2 (0.1% SDS, 0.1% DOC, 1% 
Tritón, 500 mM NaCl,1 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM HEPES pH 8), 1X buffer 3 
(0.25 M LiCl, 0.5% DOC, 0.5% IgePal,1 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM HEPES pH 8), 
2X buffer 4 (1 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 20 mM HEPES pH 8). A continuación, se 
eluyó la cromatina con buffer de elución (1% SDS, 0.1 M NaHCO3) y se procedió a 
descrosslinkarla con 200 mM de NaCl a 65ºC durante toda la noche y posteriormente 1 hora a 
50ºC en presencia de la Proteinasa K. Finalmente, el DNA se purificó con QIAquick Kit (Qiagen) 
y se analizó por qRT-PCR. Los primers utilizados están descritos en la tabla 3 – Oligonucleótidos 
para ChIP. Los valores de Ct de las secuencias de interés fueron normalizados en relación con 
los inputs mediante el uso de la siguiente ecuación: 2^{-[Ct(Inmunoprecipitado)-Ct(input)]}.  
 
2.7. ENSAYO DE PROLIFERACIÓN 
 
Se sembraron placas MW24 a una confluencia de 20.000 células por pocillo. Las células 
fueron infectadas con el VHC y/o transfectadas con los plásmidos de expresión de diferentes 
proteínas. A los tiempos indicados para cada ensayo de proliferación (24-144 horas), las células 
fueron separadas con Tripsina-EDTA y contadas empleando una cámara de Neubauer 
(Marienfeld Superior, Lauda-Königshofen, Germany) y usando una solución de Trypan Blue 
Stain 0.4% (Sigma)/PBS (1:1) para descartar las células muertas. Se utilizaron triplicados de 
cada muestra.  
 
2.8. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR 
 
Se sembraron placas MW24 a una confluencia de 20.000 células por pocillo. Las células 
fueron infectadas con el VHC y/o transfectadas con los plásmidos de expresión de diferentes 
proteínas. A los tiempos indicados para cada ensayo de viabilidad (24-144 horas), las células se 
incubaron con MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide, 
Thiazole Blue) (Calbiochem) a una concentración final de 0.2 mg/ml a 37ºC durante 3 horas; 
seguidamente, se lavaron con PBS y se añadió 1 ml de DMSO (Merk Millipore), incubando la 
placa en agitación durante 10 minutos. Finalmente se midió la absorbancia a 630 nm y 570 nm 
en el espectrofotómetro. Se utilizaron triplicados de cada muestra.  
 





72 horas después de la infección con el VHC o de la transfección, las células HuH7.5 
fueron lavadas con PBS, fijadas con paraformaldehído al 4% en PBS durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, lavadas 2-3 veces con PBS y permeabilizadas con tritón 0.1% en PBS 15 
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente fueron lavadas con PBS e incubadas con 
Glicina 0.1 M en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente, a continuación se lavaron 
con PBS dos veces sucesivas y fueron incubadas con los anticuerpos primarios contra AURKB, 
H3Ser10ph y D-tubulina durante 1 hora a 37ºC y posteriormente se lavaron 3 veces con PBS y 
se incubaron con los anticuerpos secundarios goat-anti rabbit Alexa-Fluor 546 para los dos 
primeros y goat-anti mouse Alexa-Fluor 488 para el último 1 hora a 37ºC en oscuridad. Se 
lavaron con PBS y se marcaron los núcleos con DAPI (10 µg/ml en PBS) durante 5 minutos en 
oscuridad. Las imágenes fueron adquiridas con microscopía confocal Axiophot (Zeiss, 
Oberkochen, Germany) con un objetivo Plan-NEOFLUAR 20x y procesadas utilizando el 
software ZEN 2011 (Zeiss) y Adobe Photoshop CS. 
 
2.10. ANÁLISIS IN SILICO DE LOS SNPS 
 
En cuanto a la evaluación funcional de las variantes genéticas, especialmente en aquellos 
polimorfismos que no implican una variación en la secuencia primaria de la proteína, 
determinamos su efecto en el contexto de motivos de DNA reconocidos por las diferentes 
proteínas. Para ello, se llevó a cabo un análisis in silico usando el software PROMO, en el 
servidor web ALGGENE [86, 98, 99]. La búsqueda de posibles factores de transcripción se llevó 
a cabo usando los siguientes parámetros: especie humana, todos los motivos y todos los 
factores. Todas las secuencias génicas en formato FASTA para el análisis in silico de los 
polimorfismos estudiados se obtuvieron de la base de datos Ensembl release 87 
(http://www.emsembl.org).  
 
2.11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados se expresaron como las medias ± la desviación estándar representada por las 
barras de error. Las comparaciones se hicieron utilizando la prueba t de Student para testar las 
diferencias entre el control y las muestras, y esas diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas cuando p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) o p < 0.001 (***).  
 
3. ESTUDIO IN VIVO 
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3.1. DISEÑO Y ÁMBITO DEL ESTUDIO 
 
El trabajo se diseñó como un estudio observacional, retrospectivo en el que se incluyeron 
un total de 348 pacientes con hepatitis crónica C que fueron atendidos en el Hospital 
Universitario La Paz entre los años 2014-2015. 
 
3.2. CRITERIOS DE SELECCIÓN DE PACIENTES  
 
Criterios de inclusión: pacientes con hepatitis crónica C de los que se disponía de al menos una 
prueba de evaluación del grado de fibrosis hepática durante su seguimiento o con posibilidad 
de realizar dicha prueba de forma prospectiva durante el desarrollo de la tesis. Para poder 
evaluar la velocidad de progresión de la fibrosis en los pacientes incluidos se seleccionaron 
aquellos de los que se disponía de un tiempo conocido de portador crónico de la infección por 
VHC superior a 20 años. Con respecto a los pacientes que habían recibido tratamiento 
antiviral, se incluyeron pacientes no respondedores a la terapia o pacientes respondedores a 
tratamiento, considerándose en este caso como última muestra elegible para el estudio, la 
muestra basal de dicho tratamiento. 
También era necesaria la disponibilidad de muestras prospectivas o retrospectivas de sangre 
total y/o de la fracción de células monocnucleares de sangre periférica (CMSPs) para el análisis 
de los SNPs de las actividades enzimáticas implicadas en los procesos de regulación 
epigenética inducidos por el VHC.  
 
Criterios de exclusión: Se excluyeron aquellos pacientes coinfectados por el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepatitis B (VHB) o que presentaban otras 
causas de hepatopatía como hepatitis autoinmune, alcohólica o enfermedades metabólicas.  
 
3.3. PERIODO DE RECOGIDA DE DATOS 
 
Se recogieron de forma retrospectiva y longitudinal todos los datos clínicos y virológicos 
de los pacientes durante todo el periodo conocido de infección por VHC, a partir de los 
registros de las historias clínicas. 
El análisis de composición alélica de los pacientes se hizo de forma transversal sobre una 
única muestra de sangre total o CMSPs, recogida de forma retrospectiva o prospectiva, 
dependiendo de su disponibilidad al comienzo del estudio.  
 
3.4. VARIABLES DE ESTUDIO 
 
3.4.1. CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS 
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Se recogieron datos demográficos de todos los pacientes, que incluían año de 
nacimiento, sexo, grupo étnico y antecedentes personales de interés (hábitos tóxicos y 
comorbilidades importantes). 
 
3.4.2. VARIABLES EPIDEMIOLÓGICAS 
Entre las variables epidemiológicas más importantes, se recogieron datos de: 
- Posible ruta de infección por VHC (post-transfusional, adicción a drogas parenterales, 
otras vías parenterales, sexual, familiar o desconocida). 
- Tiempo estimado de portador (periodo transcurrido desde la fecha estimada de 
infección),  
- Tiempo conocido de portador (periodo transcurrido desde que se diagnosticó la 
infección por VHC). 
 
3.4.3. DATOS VIROLÓGICOS 
En relación con los datos virológicos de infección por VHC se recogieron los siguientes 
parámetros: 
- Genotipo del VHC. Los genotipos del VHC se determinaron de forma rutinaria en el 
hospital mediante el sistema RealTime VHC Genotype II (Abbott Molecular, des 
Moines, IL, USA), que permite la identificación de los 6 grandes tipos de VHC 
(genotipos 1-6) y permite ademar subtipar la mayoría de los pacientes con genotipo 1 
en los subtipos 1a y 1b.  
- Carga viral. Los niveles de VHC-RNA se determinaron de forma rutinaria en el hospital 
mediante los sistemas COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan VHC Test (Roche Molecular 
systems, Pleasanton, CA, USA) o el m2000SP/m2000 RT (Abbott Molecular) con un 
rango dinámico de entre 15 - 6,9 x 107 IU/ml. 
 
3.4.4. VARIABLES CLÍNICAS 
- Grado de fibrosis hepática. En la mayoría de los casos el nivel de fibrosis hepática se 
determinó mediante elastografía hepática de transición (Fibroscan) realizado por 
profesionales del Servicio de Digestivo del Hospital Universitario La Paz. En algunos 
pacientes se disponía de datos histopatológicos procedentes de biopsia hepática. El 
grado de fibrosis se categorizó en 4 estadios (F0-F1, F2, F3 y F4) en base a los valores 
de rigidez hepática obtenida en el Fibroscan (medida en kPa durante la evolución de su 
enfermedad), o por los resultados de la biopsia hepática. El diagnóstico de cirrosis 
(categoría F4) se determinó por valores de rigidez hepática superiores a 14 KPa, por 
evidencias histopatológicas o por evidencia clínica de descompensación hepática. 
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o Siempre que fue posible se determinó el tiempo estimado en alcanzar el último 
estadio de fibrosis, definido como el periodo transcurrido desde la fecha estimada 
de infección hasta la fecha de diagnóstico de cirrosis, o en el caso de los pacientes 
no cirróticos la fecha del primer Fibroscan que determine la clasificación del 
paciente en el grado de fibrosis más elevado de su historial clínico. 
o Los resultados del análisis alélico se analizaron en base al grado de desarrollo de 
fibrosis de los pacientes incluidos. Las comparaciones se realizaron siguiendo 
varios esquemas alternativos: 
▪ Comparación entre los diferentes grados de fibrosis entre si. 
▪ Comparación entre pacientes con fibrosis moderada (grados F0-F2) vs 
fibrosis elevada (F3-F4). 
▪ Comparación entre pacientes cirróticos (F4) vs no cirróticos (F0-F3). 
- Niveles de AST, ALT y FA, medidos en IU/ml 
- Pruebas de imagen como ecografías abdominales, TAC y RMN, para diagnosticar 
complicaciones adicionales, como ascitis o carcinoma hepatocelular.  
- Datos de tratamiento. Se recogieron los datos de tratamientos previos con interferón 
(IFN) y ribavirina (RBV), o de los tratamientos actuales con antivirales de acción directa 
(DAAs), incluyendo en todos los casos fechas de inicio y finalización del tratamiento, 
fármacos, pautas, nivel de respuesta y efectos secundarios. Se recogieron también los 
datos de polimorfismos de IL28B en el caso de los pacientes tratados con IFN+RBV. 
 
3.5. ANÁLISIS EXPERIMENTAL DE POLIMORFISMOS GENÉTICOS  
 
La determinación de la composición alélica de las actividades enzimáticas celulares 
implicadas en la inducción de modificaciones epigenéticas mediadas por el VHC se realizó por 
amplificación génica de las regiones de interés y posterior análisis de los amplicones.  
 
3.5.1. EXTRACCIÓN DE DNA A PARTIR DE SANGRE TOTAL 
La extracción de DNA se realizó sobre muestras de sangre total o fracciones de 
CMSPs congeladas, utilizando dos sistemas alternativos de extracción. Para la extracción 
del DNA de muestras de CMSPs congeladas se empleó el kit comercial QIAmp DNA Blood 
(Qiagen, Venlo, Netherlands), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la extracción 
de DNA de muestras de sangre total se utilizó una técnica de digestión directa de 
volúmenes pequeños de sangre congelada, diluyéndola 1:13.33 en H2O, e incubándola 15 
minutos a temperatura ambiente con agitación de vórtex cada 5 minutos. 
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Una vez extraído el DNA con cualquiera de las dos formas previamente descritas, 
este se almacenó a -20ºC hasta su uso. 
 
3.5.2. ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS DE LA SECUENCIA CODIFICANTE DE LA AURKB 
El análisis de los polimorfismos se llevó a cabo mediante la técnica de secuenciación 
Sanger poblacional. Para confirmar la exactitud de la técnica de genotipado de alelos, 53 
muestras se re-analizaron utilizando la técnica de Pirosecuenciación, y técnicas de 
amplificación/identificación alélica con sondas fluorescentes de tipo FRET.  
 
- PCR cualitativa y secuenciación Sanger 
Las reacciones de amplificación génica se realizaron utilizando PCR Master Mix 
(Promega, Fitchburg, Wisconsin, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante con 
los primers de AURKB para DNA genómico. A continuación, se analizaron los productos 
de amplificación mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teñida con Gel Red 
Nucleic Acid (Biotium, EEUU) y se visualizaron con luz ultravioleta en un 
transiluminador Bio-rad Chemidoc 73s UV Transiluminador w/lens usando un control 
negativo con la mezcla de reacción y una muestra de extracción negativa para 
descartar posibles contaminaciones.  
La secuenciación Sanger se llevó a cabo en el servicio del Instituto de Genética Médica 
y Molecular (INGEMM) del Hospital Universitario La Paz. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software DNASTAR Lasergene 
SeqMan Pro, versión 7.1.0 (DNASTAR, EEUU). 
 
- Pirosecuenciación  
Las muestras de DNA fueron amplificadas por PCR a tiempo final con los primers de la 
AURKB para pirosecuenciacion biotinilados (Tabla 3 – Oligonucleótidos para 
pirosecuenciación) que flanqueaban las regiones de interés. A continuación, las 
muestras fueron purificadas empleando el GE Healthcare Purification Kit (Chicago, 
Illinois, EEUU) y siguiendo las instrucciones del fabricante para seguidamente 
secuenciar las muestras con el pirosecuenciador Qiagen’s PyroMark Q96 con el modo 
para el análisis de SNPs, siguiendo el protocolo marcado por el proveedor. 
 
- q-PCR con sondas específicas 
Alternativamente, se diseñaron sondas FRET para determinar los alelos de la posición 
correspondiente al SNP rs1059476 mediante técnicas de PCR en tiempo real 
empleando LightCycler Multiplex DNA Master Mix (Roche) y el termociclador 
Lightcycler 2.0 con capilares. Se emplearon sondas FRET específicas, marcadas con los 
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fluoróforos FAM y Cy5 para amplificar y cuantificar el producto obtenido (Tabla 3 – 
Sondas). Las condiciones de la PCR fueron 95ºC durante 10 minutos, 35 ciclos de 5 
segundos a 95ºC, 15 segundos a 57ºC y 20 segundos a 72ºC; y finalmente un ciclo de 
Melting donde la muestra se desnaturaliza durante 1 segundo a 99ºC, luego se baja la 
temperatura a 37ºC 1 segundo para que el DNA se religue y seguidamente se aumenta 
la temperatura 0.05ºC/segundo. La adquisición de llevó a cabo en el canal de Cy5 (670 
nm), excitando en el canal de FAM (495 nm). 
 
3.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
El análisis estadístico se realizó utilizando el paquete informático IBM SPSS (Statistical 
Package for the Social Sciences), versión 23 (IBM Corporation, Somers, NY, USA). Todos los 
análisis estadísticos se realizaron con un nivel de significación del 0.05. 
 
3.6.1. ANÁLISIS DESCRIPTIVO 
La presentación de los valores de las diferentes variables del estudio se realizó 
utilizando los análisis estadísticos apropiados a su naturaleza: 
- Variables continuas: se expresan como media y desviación estándar (m ± SD). 
- Variables categóricas: se expresan en porcentaje con respecto al tamaño muestral 
total de cada categoría. 
 
3.6.2. ANÁLISIS INFERENCIAL 
Se han aplicado diferentes pruebas de hipótesis según la naturaleza de la variable. 
Para variables categóricas se utilizó la prueba exacta de Fisher, para las variables 
continuas la t de student y para las variables ordinales la prueba U de Mann-Whitney. Los 
p-valores fueron resultado de una prueba bilateral, considerándose estadísticamente 
significativo pd0.05. 
En el caso concreto del análisis de diferencias en la distribución de los distintos SNPs 
entre las categorías de pacientes (F0-F2 vs F3-F4 y F0-F3 vs F4) se evaluaron mediante la 
prueba de chi-cuadrado, con un intervalo de confianza del 95%. Las diferencias en la 
distribución de género y edad en las categorías de pacientes fueron determinadas 
empleando la prueba chi-cuadrado o la prueba de U Mann-Whitney.  
 
3.7. CONSIDERACIONES ÉTICAS Y LEGALES 
 
Los estudios se realizaron de acuerdo con la Declaración de Helsinki de 1975 y con las 
leyes nacionales y locales. El comité de ética humana del Hospital Universitario La Paz, 
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Instituto de Salud Carlos III, aprobó los procedimientos del estudio. Todos los pacientes 
incluidos en el proyecto recibieron información sobre el mismo y tan solo participaron aquellos 
que firmaron un consentimiento escrito, con libertad para retirarse del estudio en el momento 
que deseasen. Los datos clínicos y experimentales se han manejado garantizando la protección 
de datos personales, de acuerdo al Real Decreto RD 15/1999 de 13 de diciembre de 1999. 
Únicamente se utilizaron muestras clínicas sobre las que se hubieran completado las pruebas 
diagnósticas necesarias y, en ningún momento, se solicitaron muestras a los pacientes para su 
uso exclusivo en este proyecto. Las muestras utilizadas se almacenaron codificadas, previa 
autorización escrita de los pacientes, en la colección de muestras titulada “Investigación en 
hepatitis virales” inscrita con el código C.0000730 del Registro Nacional de Biobancos del 
Instituto de Salud Carlos III, de la que es titular el Dr. Javier García-Samaniego Rey, de acuerdo 













1. ANÁLISIS DE LA REGULACIÓN EPIGENÉTICA MEDIADA POR EL VIRUS 
DE LA HEPATITIS C 
 
1.1. ANÁLISIS DEL EFECTO DEL VHC EN LAS MODIFICACIONES 
POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS 
 
 En primer lugar, se analizó el posible efecto de la infección por el virus de la hepatitis C a 
nivel epigenético en las células a las que infecta. Para estos ensayos utilizamos las células 
HuH7.5 reporter, que presentan una mayor permisividad a la infección y replicación del virus. 
El análisis de las modificaciones covalentes de histonas se llevó a cabo mediante ensayos de 
western blot a partir de células infectadas a una multiplicidad de infección de 0,03 TCID50/ 
célula durante 72 horas. Se analizaron la di- y tri- metilación de la Lisina 9 en la histona H3 
(H3Lys9me2 y H3Lys9me3), la trimetilación de la lisina 4 de la histona 3 (H3Lys4me3) y la 
fosforilación del residuo de serina 10 en la histona H3 (H3Ser10ph). La infección por el VHC 
produjo una marcada disminución, entre un 40 y un 60%, en los niveles globales de H3Ser10ph 
y un ligero aumento de H3Lys9me2; mientras que el resto de las marcas epigenéticas 
analizadas no mostraron ninguna alteración (Figura 14 A). 
 Con el fin de determinar que proteína viral era la responsable de la inhibición en la 
fosforilación de la histona H3, llevamos a cabo transfecciones transitorias en células HuH7.5 
con los vectores de expresión pCMV-Core y pCMV-NS5a procedentes de los genotipos 1a, 1b y 
2a. La expresión de la proteína core, al igual que la infección con el virus, provocó una 
disminución en los niveles globales de H3Ser10ph (Figura 14 B), mientras que la expresión de 
la proteína NS5A correspondiente a los mismos genotipos no produjo ningún efecto (Figura 14 
C). El nivel de expresión de la proteína core de los diferentes genotipos fue diferente, sin 
embargo, todos ellos redujeron los niveles de H3Ser10ph, siendo esta disminución 
estadísticamente significativa tras la expresión de los genotipos 1b y 2a (Figura 14 B). Cabe 
destacar que no hay una correlación directa entre los niveles de expresión de core y la 
disminución de H3Ser10ph, hecho que sugiere la idea de que una baja expresión de core es 
suficiente para producir este efecto.  
 A continuación, comparamos los niveles de expresión de la proteína core en células 
infectadas con el VHC y en células transfectadas con el vector de expresión de core. Las células 
transfectadas con la proteína core del genotipo 2a mostraron unos niveles de expresión de la 
proteína core 3.4 veces mayor que las células infectadas con el VHC perteneciente al mismo 




fue suficiente para producir una reducción significativa en los niveles de H3Ser10ph (Figura 14 
D). Esta observación coincide con el resultado observado en la figura 14 B. 
 Ya que las células HuH7.5 son células transformadas, quisimos analizar si en un sistema de 
cultivo primario de hepatocitos humano, la sobreexpresión de la proteína core también tenía la 
capacidad de regular la H3Ser10ph. Como se puede observar en la figura 14 E, la expresión 
transitoria de la proteína core provocó también una disminución significativa en los niveles 
totales de esta marca epigenética. El rango de disminución de los niveles de H3Ser10ph fue 
similar al observado en células transformadas tras la expresión de core. 
 
 
Figura 14. La infección por el VHC y la sobreexpresión de la proteína viral core disminuyen los niveles 
globales de H3Ser10ph.  
(A) Ensayo de western blot a partir de células HuH7.5 infectadas con VHC durante 72h. Los niveles 




específicos. (B) Niveles de expresión de H3Ser10ph en células HuH7.5 transfectadas durante 72h con un 
vector pCMV vacío (M) o con un vector de expresión pCMV-Core de los genotipos 1a, 1b y 2a. (C) 
Niveles de H3Ser10ph tras la expresión del vector pCMV vacío (M) o pCMV-NS5a de los genotipos 1a, 1b 
y 2a. (D) Niveles de expresión de core y H3Ser10ph analizados mediante western blot en células HuH7.5 
infectadas con el VHC o transfectadas con la proteína core del genotipo 2a. (E) Niveles de H3Ser10ph 
analizados mediante western blot en hepatocitos primarios humanos 72 horas después de haber sido 
transfectados con el vector pCMV vacío (M) o vector de expresión pCMV-Core del genotipo 2a. 
Como control de carga se utilizó un anticuerpo específico para la histona H3 o la GAPDH. Los niveles 
para las distintas marcas epigenéticas fueron cuantificados mediante densitometría y representados 
como veces de inducción a partir de al menos tres experimentos diferentes.  
 
 
1.2. PAPEL DE LA AURKB EN LA DISMINUCIÓN DE LOS NIVELES DE H3SER10PH 
MEDIADA POR EL VHC Y LA PROTEÍNA VIRAL CORE 
 
 La fosforilación de la histona H3 en el residuo de serina 10 está regulada por la acción de 
varias quinasas tales como la AURKB, MSK1 y RSK2, y fosfatasas como la PP1 y PP2A. Ya que 
previamente habíamos determinado que la disminución de esta marca epigenética estaba 
mediada, al menos, por la proteína viral core y se había descrito que la proteína del core 
modifica la activación de p38 MAPK [6], analizamos los niveles de la forma activa de MSK-1 
utilizando para ello un anticuerpo contra su forma fosforilada (pMSK1). Sin embargo, cuando 
analizamos los niveles de P-MSK1, no observamos ningún cambio en su actividad en presencia 
del virus (Figura 15 C). La AURKB es otra de las quinasas responsables de la fosforilación del 
residuo de H3Ser10. Debido a que otros autores [75] habían afirmado previamente que la 
expresión del virus C disminuía los niveles de expresión de AURKB, analizamos si, en nuestro 
sistema, la infección por el VHC tenía algún efecto en la expresión de esta quinasa. Para ello, 
determinamos los niveles de RNA mensajero y de proteína mediante qRT-PCR y western blot 
respectivamente, y observamos que ni la infección por el VHC ni la sobreexpresión de la 
proteína viral core producían cambios en los niveles de expresión de mRNA ni de proteína de 
AURKB tras 72 horas de infección (Figura 15 A, B).  
 Ya que la AURKB es activa únicamente cuando es fosforilada en el residuo de treonina 232 
y adquiere una conformación que le permite fosforilar a otras proteínas, analizamos la 
actividad de la quinasa mediante ensayos de western blot, empleando para ello un anticuerpo 
específico contra la forma fosforilada (pAURKB). Observamos cómo, tanto la infección por el 
VHC (Figura 15 A) como la expresión de la proteína core de los genotipos 1a, 1b y 2a (Figura 15 
B) en células HuH7.5, provocaban una disminución en los niveles de AURKB fosforilada, 
coincidiendo con la disminución en la fosforilación de H3Ser10 observada. Con objeto de 
confirmar este resultado, las células fueron incubadas en presencia y ausencia de ZM447439, 
un inhibidor de la AURKB. Como cabría esperar, la inhibición de la actividad de la AURKB 




sin infectar tratadas frente a no tratadas (Figura 15 C, líneas 1-2 y 3-4). Sin embargo, incluso 
después del tratamiento con ZM447439, el VHC era capaz de inhibir aún más los niveles de 
H3Ser10ph (Figura 15 C, líneas 3-4 y 7-8).  
 
 
Figura 15. La infección por VHC en células HuH7.5 disminuye la autofosforilación de AURKB.  
(A) Los niveles de expresión del mRNA de AURKB fueron analizados por qRT-PCR en células HuH7.5 
infectadas y no infectadas con el VHC y, alternativamente en células HuH7.5 transfectadas 
transitoriamente con el vector de expresión de la proteína core perteneciente a los genotipos 1a, 1b y 
2a. (B) Los niveles de AURKB total, AURKB fosforilada (pAURKB) y H3Ser10ph fueron analizados mediante 
ensayos de western blot a partir de células HuHJ7.5 infectadas y no infectadas por el VHC y en células 
transfectadas transitoriamente con el vector de expresión de la proteína core 1a, 1b y 2a. Como control 
de carga se utilizó un anticuerpo específico para la histona H3 y para la E-actina. Los niveles de pAURKB 
fueron cuantificados mediante densitometría y representados como unidades de inducción a partir de 
tres experimentos diferentes. (C) Células HuH7.5 infectadas y no infectadas por VHC fueron tratadas con 
2 µM de ZM443979 durante 30 minutos antes de la extracción de la fracción proteína. Las células 
controles fueron tratadas con DMSO. Los niveles de expresión de NS5A, pMSK1, AURKB, H3Ser10ph y H3 
fueron analizados mediante hibridación con anticuerpos específicos. (D) Niveles de H3Ser10ph en 
células HuH7.5 tras la expresión de la proteína core del genotipo 1b incubadas en presencia y ausencia 
de ZM443979. Los niveles de H3Ser10ph fueron cuantificados mediante densitometría y representados 
como unidades de inducción a partir de tres experimentos diferentes. 
 
 Por otro lado, llevamos a cabo el mismo experimento en células transfectadas con el 
plásmido pCMV-HA vacío o con el que contiene la secuencia codificante de la proteína viral 




disminución en los niveles basales de H3Ser10ph (Figura 15 D, líneas 1 y 3). Como ya habíamos 
observado anteriormente, la proteína del core producía también una inhibición en los niveles 
de H3Ser10ph en ausencia de ZM447439. Sin embargo, en presencia del tratamiento, se 
suprimía completamente el efecto inhibitorio mediado por core sobre la marca epigenética, a 
diferencia de los resultados que habíamos observado tras la infección con el VHC (Figura 15 D, 
líneas 3 y 4).   
 Todos estos datos parecían indicar que el VHC, a través de la proteína core, era capaz de 
disminuir la actividad de la quinasa AURKB y reducir los niveles de H3Ser10ph en las células 
huésped.  
 
1.3. INTERACCIÓN ENTRE LA AURKB Y LA PROTEÍNA VIRAL CORE 
 
 La proteína quinasa CHK1 es requerida para una correcta regulación de AURKB durante la 
mitosis, donde lleva a cabo la fosforilación de la AURKB en el residuo de Ser331 promoviendo 
la activación completa de la AURKB. Por otro lado, la proteína CHK1 es activada mediante la 
fosforilación de la Ser317. Para determinar si la infección por el VHC regula la actividad de la 
CHK1 y, por lo tanto, indirectamente la actividad de AURKB, infectamos células HuH7.5 con 
VHC y, alternativamente, sobreexpresamos la proteína core en las mismas células. En la figura 
16 A se observa que la infección por el VHC produjo una disminución de la forma fosforilada de 
la CHK1 y, por lo tanto, de su actividad; mientras que la expresión de la proteína core no 
produjo ningún efecto (Figura 16 B). Por lo que, la disminución en la actividad de la quinasa 
AURKB mediada por core no tiene lugar a través de la CHK1. 
 A continuación, nos planteamos si la fosforilación del residuo de H3Ser10 en presencia de 
core podría estar mediada por las fosfatasas PP1 y PP2A, ya que estas fosfatasas inhiben la 
fosforilación de la AURKB y, por lo tanto, su actividad [75]. Además, varios estudios han 
descrito como el VHC induce la sobreexpresión de PP2A [65]; por lo que nos planteamos 
analizar si un aumento en los niveles de PP2A podía mediar la disminución observada en la 
actividad de la quinasa AURKB tras la sobreexpresión de la proteína core. Para lo cual, células 
HuH7.5 fueron transfectadas con un vector de expresión de la proteína core o con el vector 
vacío e incubadas en ausencia y presencia de ácido okadaico 2 nM, un inhibidor de la fosfatasa. 
Como cabría esperar, el tratamiento con ácido okadaico produjo un aumento en el nivel basal 
de H3Ser10ph en las células transfectadas con el vector vacío confirmando el efecto inhibidor 
de la PP2A sobre la actividad de la AURKB. Sin embargo, el tratamiento con ácido okadaico no 
eliminó el efecto inhibitorio mediado por core en esta marca epigenética (Figura 16 C). Estos 
datos parecen indicar un efecto directo de la proteína del core sobre la AURKB. 




PP2A y otros estudios habían demostrado la existencia de múltiples interacciones entre las 
proteínas codificadas por el VHC y proteínas implicadas en la regulación del ciclo celular, nos 
preguntamos si podría existir una interacción directa entre la proteína del core y AURKB. Con el 
fin de determinar esta cuestión, realizamos un ensayo de interacción de proteínas in vitro o 
pull down (Figura 16 D) en el que efectivamente observamos que las proteínas del core de los 
genotipos 1b y 2a interaccionaban directamente con Aurora B, pero no con la proteína 
glutathione S-transferase, utilizada como control negativo. Posteriormente la interacción entre 
ambas proteínas fue confirmada mediante ensayos de coinmunoprecipitación en células 
HuH7.5 previamente transfectadas con la proteína viral core (Figura 16 E). 
 
 
Figura 16. La proteína Core interacciona directamente con AURKB. 
Se determinaron los niveles de la proteína CHK1 fosforilada (pCHK1) y H3Ser10ph en células HuH7.5 
infectadas y no infectadas por el VHC (A) o en células HuH7.5 transfectadas de manera transitoria con la 
proteína viral core de los genotipos 1b, 1a y 2a (B). (C) Se analizaron los niveles globales de H3Ser10ph 
en células HuH7.5 transfectadas con la proteína core del genotipo 1b e incubadas en presencia o 
ausencia de ácido okadaico 2 nM. Se cuantificaron los niveles de la marca epigenética por densitometría 
y se representaron como unidades de inducción respecto al control sin proteína viral y sin tratamiento. 
(D) Ensayo de interacción de proteínas in vitro. Las proteínas de fusión GST-AURKB y GST-0 fueron 
incubadas en presencia de la proteína core perteneciente a los genotipos 1b y 2a marcada 
radiactivamente con 35S. (E) 2 mg de proteína procedente de células HuH7.5 transfectadas con los 
vectores de expresión pCMV-0 o pCMV-core2a fueron inmunoprecipitados con los anticuerpos contra 
AURKB e IgG. Las proteínas co-inmunoprecipitadas fueron detectadas mediante ensayos de western blot 
empleando un anticuerpo específico para core. Como control de la inmunoprecipitación se utilizó 1/10 
de la cantidad de proteína utilizada en el ensayo (inputs). 
 
 Con el fin de determinar qué región de AURKB era la responsable de la interacción con la 
proteína viral, se construyeron diferentes mutantes de deleción de la región carboxi terminal 
de la proteína AURKB (Figura 17 A) y se llevaron a cabo ensayos de pull down, observando 
cómo la región correspondiente al dominio catalítico (entre los aminoácidos 75 y 250) de la 




también mutantes de deleción de la región carboxi-terminal de la proteína viral core (Figura 17 
C) y observamos que la región de la proteína necesaria para establecer la interacción se 
encuentra en los primeros 122 aminoácidos (Figura 17 D). 
 
 
Figura 17. El dominio catalítico de la AURKB interacciona con la región de la nucleocápsida de core. 
(A) Representación esquemática de las proteínas de fusión GST-AURKB wild type y los mutantes de 
deleción de la región carboxi terminal GST-AURKB (1-250) y GST-AURKB (1-75) empleadas en ensayos de 
interacción de proteínas in vitro o pull down. (B) Las proteínas de fusión GST fueron purificadas y se 
analizó su interacción con la proteína core marcada con 35S-metionina. (C) Representación esquemática 
de la proteína core salvaje y de una construcción que contenía los 122 primeros aminoácidos del 
dominio de la nucleocápside. (D) Ensayos de interacción in vitro de GST-0 y GST-AURKB con las 
construcciones de core traducidas in vitro en presencia de 35S-metionina. 
 
1.4. ALTERACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN Y VIABILIDAD CELULAR MEDIADO POR 
LA INFECCIÓN POR EL VHC Y LA EXPRESIÓN DE CORE 
 
La AURKB es esencial en el mantenimiento de la estabilidad cromosómica y en el 
proceso de división celular [71]. La desregulación de la actividad de esta quinasa inducida por 
la infección por el VHC podría provocar alteraciones en la formación del huso mitótico durante 
el proceso de mitosis. Por ello, llevamos a cabo un marcaje doble utilizando Dapi para ver los 
núcleos y un anticuerpo contra D-Tubulina para visualizar los husos mitóticos en células 
infectadas por VHC y células controles (Figura 18 A, B). Curiosamente, las células infectadas por 
el VHC mostraban un incremento del 10% en el número de células con husos mitóticos 
multipolares en comparación con las células no infectadas. Este resultado sugiere que la 
infección por el VHC induce alteraciones en el proceso de mitosis. 
Alteraciones en la regulación del proceso de mitosis pueden afectar a la proliferación y 
a la viabilidad celular. Por lo que a continuación analizamos el efecto de la inhibición en la 
actividad de la AURKB inducido por el VHC sobre la proliferación celular. Para ello, células 
infectadas y no infectadas por el VHC fueron marcadas con un anticuerpo anti-H3Ser10ph con 
el fin de determinar el número de células en mitosis. Observamos que el número de células en 




resultados, el efecto de la infección por el VHC en la proliferación celular fue analizado también 
mediante contaje de células a las 24, 48, 96 y 144 h después de la infección viral. Tanto las 
células infectadas como el control de células sin infectar aumentaron la tasa de proliferación de 
manera sostenida durante las primeras 72 horas tras la infección. Sin embargo, 144 horas 
después de la infección por el VHC, las células infectadas mostraban una disminución de un 
37% en el número de células en comparación con las células no infectadas (Figura 19 B). 
Determinamos también la viabilidad celular mediante ensayos de MTT. Aunque la viabilidad 
celular también se vio disminuida, las células continuaban proliferando y siendo 
metabólicamente activas, al menos hasta 144 horas después de la infección (Figura 19 C) 
 
Figura 18. La infección por el VHC induce anormalidades en el proceso de mitosis. 
(A, B) Inmunofluorescencia de células HuH7.5 infectadas y no infectadas por el VHC. 72 horas después 
de la infección, las células fueron teñidas con α-Tubulina para visualizar los husos mitóticos y el DNA se 
marcó con Dapi. 
 
Los mismos experimentos fueron realizados en células HuH7.5 transfectadas transitoriamente 
con la proteína viral core. En estos ensayos observamos que la presencia de la proteína viral 
producía una notable disminución en el número de células a las 144 horas (Figura 19 D) 
observándose también una ligera disminución en la viabilidad celular (Figura 19 E). 
Con el objetivo de determinar si el efecto observado en la proliferación podía deberse 
a una disminución en la actividad de AURKB, medimos la proliferación celular de células 
previamente infectadas con VHC y transfectadas con un vector de expresión de AURKB. Como 
muestra la figura 19 F, la sobreexpresión de la quinasa aumentaba ligeramente la tasa de 
proliferación basal observada en las células HuH7.5 sin infectar. Además, la sobreexpresión de 
AURKB revertía parcialmente la inhibición en la proliferación observada en células infectadas. 
Por otro lado, cuando inhibimos la actividad de la quinasa empleando ZM447439, observamos 
que se producía una inhibición de la proliferación basal en células no infectadas y, en presencia 
del virus y del inhibidor, la disminución en la proliferación era aún mayor (Figura 19 G), 
indicando que el VHC reduce la proliferación celular a través de mecanismos adicionales. En 




VHC podría ser uno de los mecanismos que el virus utiliza para disminuir la proliferación y 
viabilidad celular. 
 
Figura 19. La infección por el VHC inhibe la proliferación y la viabilidad celular. 
(A) Inmunofluorescencia de células HuH7.5 infectadas y no infectadas con VHC, marcadas mediante 
tinción con Dapi. Las células en división fueron marcadas con un anticuerpo contra H3Ser10ph. Se 
contaron un total de 1000 células en interfase y en mitosis y el índice mitótico se representó expresado 
en porcentaje. Se realizaron 3 experimentos independientes. (B, D) Células HuH7.5 infectadas con el VHC 
o transfectadas con la proteína core fueron teñidas con Tripan blue al 0.4% y cuantificadas a los tiempos 
indicados. (C, E) La viabilidad celular fue analizada a los tiempos indicados con el reactivo MTT en células 
HuH7.5 infectadas con el VHC o transfectadas con la proteína core. La actividad metabólica fue calculada 
considerando el valor de los controles a tiempo 0 como 1 (n=3). (F) Cuantificación del número de células 
HuH7.5 infectadas y sin infectar en ausencia y presencia de AURKB (n=2 con triplicados) (G) Células 
HuH7.5 infectadas con VHC y sin infectar fueron tratadas con el inhibidor ZM447439 durante 72 horas y 




celular de células no infectadas que sobreexpresan AURKB o están tratadas con ZM447439 con respecto 
a células no infectadas sin sobreexpresar AURKB o sin tratar con el inhibidor y * entre células infectadas 
y no infectadas. * y # P>0.05, ** y ## P<0.01; *** y ### P<0.001. 
 
1.5. LA INFECCIÓN POR VHC Y LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA CORE 
DISMINUYEN LA TRANSCRIPCIÓN DEL PROMOTOR DE NF-ΚB 
 
 Un efecto de la infección por VHC es la inducción de procesos inflamatorios que 
contribuyen a la fibrogénesis y al desarrollo de CHC. Como hemos observado previamente, la 
infección del VHC y la expresión de la proteína core provocan una disminución en la 
proliferación y viabilidad celular, por lo que quisimos analizar si la presencia del virus o de la 
proteína viral del core modificaban la transcripción del gen que codifica para NF-κB, ya que 
este factor de transcripción juega un papel importante en los procesos de inflamación, 
proliferación celular y supervivencia. Para ello, cinco horas después de la infección, las células 
HuH7.5 fueron transfectadas de manera transitoria con un plásmido reporter de luciferasa que 
contiene tres copias del sitio de unión de NF-κB (3xNF-κB-luc). Tras 72 horas, las proteínas 
fueron recogidas y se midió la actividad luciferasa (Figura 20 A), observando que la 
transcripción del gen NF-κB disminuía de manera significativa en las células infectadas con VHC 
cuando lo comparábamos con los niveles basales en células sin infectar. Quisimos también 
analizar el efecto de la expresión de la proteína core en la transcripción de NF-κB. Células 
HuH7.5 fueron transfectadas con 3xNF-κB-luc junto con un vector vacío (pCMV-HA) o con un 
vector de expresión de la proteína core (pCMV-Core) de los genotipos 1b y 2a. Esta misma 
aproximación fue llevada a cabo en hepatocitos primarios. En ambos tipos celulares (Figura 20 
B), la transcripción del plásmido reporter 3xNF-κB-luc disminuía en presencia de la proteína 
core de ambos genotipos. 
 Ya que NF-κB es considerado uno de los principales agentes anti-apoptóticos en hígado, y 
además habíamos observado una disminución en la proliferación celular junto con una 
disminución en la transcripción de NF-κB en presencia del VHC, medimos los niveles de poli 
ADP-ribosa polimerasa (PARP), un sustrato específico de caspasas que es proteolizado en 
apoptosis. Realizamos ensayos de western blot utilizando anticuerpos que detectaban 
selectivamente tanto la forma proteolizada y activa como el precursor inactivo de PARP y 
observamos que la infección por VHC inducía la proteolisis de PARP (Figura 20 C) indicando un 
aumento en apoptosis. Para confirmar este resultado, analizamos también la expresión de Bcl-
XL, una proteína anti-apoptótica, observando que su expresión era menor en células infectadas 
por VHC. Este aumento en apoptosis va en concordancia con la disminución de la transcripción 






Figura 20. El VHC y la proteína del core inhiben la transcripción de NF-κB.  
(A) Células HuH7.5 no infectadas e infectadas con VHC transfectadas con el plásmido reporter 3xNF-κB-
Luc. 72 horas tras la transfección se evaluó la actividad luciferasa de tres experimentos independientes 
llevados a cabo con triplicado. (B) La actividad transcripcional de 3xNF-κB-Luc se determinó en presencia 
y ausencia de la proteína core de los genotipos 1b y 2a en células HuH7.5 (izquierda) y en hepatocitos 
primarios (derecha). (C) Determinación de los niveles de expresión de PARP proteolizado, Bcl-XL y 
H3Ser10ph en células HuH7.5 infectadas con VHC frente a células sin infectar. Como control de carga se 
utilizó la histona H3. 
 
Publicaciones previas de otros grupos y del nuestro han demostrado que la AURKB 
participa en la regulación de la transcripción génica aumentando la fosforilación del residuo 
H3Ser10 [100-102]. Ya que la proteína viral core disminuye la actividad de AURKB, nos 
preguntamos si la inhibición de la expresión de la AURKB anulaba la represión en la 
transcripción de NF-κB mediada por core. Para lo cual, células HuH7.5 fueron infectadas por el 
VHC o transfectadas con la proteína core junto con un siRNA de AURKB. En primer lugar, 
testamos la eficacia del siRNA a diferentes concentraciones (40 y 100 nM) y observamos que a 
100 nM se producía una reducción de alrededor del 60% en los niveles de AURKB (Figura 21 A). 
En estas condiciones observamos como la reducción en la expresión de AURKB era suficiente 
para disminuir los niveles basales de transcripción del gen reporter 3xNF-κB-luc de manera 
significativa. Esta inhibición resultaba en una reducción del efecto inhibitorio mediado por la 
infección por VHC o la expresión de la proteína core en la regulación de la transcripción de NF-
κB (Figura 21 B). De la misma manera, el tratamiento de las células con ZM447439 redujo la 
represión de la transcripción del gen de NF-κB provocado por el VHC y por la proteína core 






Figura 21. La inhibición en la transcripción de NF-κB provocada por VHC y core está mediada por una 
alteración en la actividad de la AURKB. 
(A) Análisis de los niveles de mRNA y proteína de AURKB en presencia de cantidades crecientes de si-
RNA-AURKB frente a un siRNA no relacionado utilizado como control negativo. (B) Actividad luciferasa de 
3xNF-κB-Luc tras la depleción de AURKB mediante el uso del siAURKB en células HuH7.5 infectadas y no 
infectadas por VHC (izquierda) o células expresando la proteína core1b (derecha). (C) Actividad 
transcripcional de NF-κB en células infectadas por el VHC (izquierda) o células HuH7.5 transfectadas con 
pCMV-core1b en presencia y ausencia de 2 µM de ZM447439. (D) Células HuH7.5 infectadas o 
expresando la proteína core1b fueron co-transfectadas con el gen reporter 3xNF-κB-luc en ausencia y 
presencia de pcDNA-AURKB. La cuantificación de la actividad luciferasa de todos los experimentos (A, B, 
C, D) recoge los resultados de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo por triplicado. 
 




luc en células infectadas y no infectadas con VHC. Tras 72 horas, determinamos la actividad de 
luciferasa observando que la expresión de AURKB no modificaba la transcripción basal del gen, 
sin embargo, revertía la disminución de la transcripción de NF-κB mediada por el virus (Figura 
21 D). Realizamos este ensayo también en células HuH7.5 co-transfectadas con el vector de 
expresión de la proteína core1b (pCMV-core1b) y AURKB (pCDNA3-Flag AURKB) junto con el 
vector 3xNF-κB-luc. De nuevo, la sobreexpresión de AURKB revertía el efecto inhibitorio sobre 
la transcripción de NF-κB inducido por la proteína core (Figura 21 D). 
 
1.6. LA INFECCIÓN POR VHC Y LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA CORE 
DISMINUYEN LA TRANSCRIPCIÓN DEL PROMOTOR Y LA EXPRESIÓN DEL GEN COX-
2 
 
NF-κB regula la expresión del gen COX-2, implicado en inflamación, anti-apoptosis y 
carcinogénesis [31]. Por este motivo, realizamos ensayos de QRT-PCR en células HuH7.5 
infectadas con VHC, observando que la infección viral provocaba una inhibición de la expresión 
endógena del gen COX-2 de la misma manera que la sobreexpresión de core perteneciente a 
los genotipos 1b y 2a en hepatocitos primarios (Figura 22 A). Para confirmar el efecto del virus 
sobre la expresión de COX-2, analizamos la transcripción de un gen reporter de luciferasa unido 
al promotor de COX-2 (pCOX-2-luc). La expresión de luciferasa se vio reducida en las células 
infectadas cuando comparábamos con células control sin infectar (Figura 22 B). La expresión de 
core también inhibió la actividad transcripcional del promotor de COX-2 tanto en células 
HuH7.5 como en hepatocitos primarios (Figura 22 B). 
A continuación, suprimimos la expresión de la AURKB mediante el uso de siRNA (siAURKB) 
dando lugar a una disminución basal en la transcripción de COX-2 en células no infectadas y 
suprimiendo el efecto represor mediado por la infección de VHC o por la expresión de la 
proteína viral core en concordancia con los resultados obtenidos en el ensayo de transcripción 
de NF-κB (Figura 22 C).  
Por otro lado, ya que MSK-1 es un regulador de la transcripción del gen COX-2 mediante la 
fosforilación de H3Ser10, tratamos de revertir el efecto inhibidor mediado por el VHC a nivel 
transcripcional mediante la sobreexpresión de un vector de expresión de MSK-1. Las células 
infectadas con VHC que expresaban MSK-1 mostraban una actividad transcripcional de COX-2 
mayor que las células infectadas que no expresaban MSK-1 (Figura 22 D). En el mismo 
experimento, analizamos también el efecto de la sobreexpresión de AURKB en la transcripción 
de COX-2 en células infectadas con VHC y células sin infectar. Los resultados fueron similares a 




efecto inhibitorio a nivel transcripcional del gen COX-2 producido por el virus C (Figura 22 D). 
 
Figura 22. El VHC y la proteína viral core inhiben la expresión y transcripción del gen COX-2.  
(A) Niveles de mRNA de COX-2 determinados por qRT- PCR a partir del RNA extraído de células HuH7.5 
sin infectar o infectadas con el VHC y en hepatocitos primarios expresando la proteína viral core de los 
genotipos 1b y 2a. Los valores se expresaron en veces de inducción con respecto al control sin infectar o 
transfectado con el vector de expresión vacío pCMV-0, y se corrigieron por los niveles de expresión del 
mRNA del gen GAPDH. (B) La actividad transcripcional de COX-2 se determinó en células HuH7.5 
infectadas y no infectadas con VHC (izquierda), en presencia y ausencia de la proteína core de los 
genotipos 1b y 2a (centro) y en hepatocitos primarios expresando core 1b y core 2a (derecha). (C) 
Actividad luciferasa de COX-2-luc tras la depleción de AURKB mediante siAURKB en células HuH7.5 
infectadas y no infectadas por VHC (izquierda) o células expresando la proteína core1b (derecha). (D) 




junto con el vector de expresión de AURKB (pcDNA3-FLAG-AURKB) o de MSK-1 (pcDNA3-FLAG-MSK-1). A 
las 72 horas, se evaluó la actividad luciferasa. La cuantificación estadística corresponde a los resultados 
de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo con triplicados. 
 
Todos estos datos sugieren que el VHC y la proteína core, a través de la regulación de la 
actividad de AURKB, controlan la transcripción de importantes genes implicados en la 
respuesta inflamatoria. 
La expresión de COX-2 a nivel de transcripción está regulada por la acción de varios 
factores de transcripción tales como NF-κB, C/EBP, CREB, NFAT o AP-1 [94]. Con el fin de 
determinar si la regulación sobre la actividad transcripcional de COX-2 ejercida por la infección 
con VHC y por core era mediada a través de NF-κB utilizamos una construcción del promotor 
de COX-2 que no incluía el sitio de unión a NF-κB, p-COX-2-luc (P2-192). La figura 23 A muestra 
como en ausencia de la región de unión del factor NF-κB, se sigue observando el efecto 




Figura 23. La inhibición de la transcripción del gen de la COX-2 no está mediado por NF-κB. 
(A) Esquema del promotor del gen COX-2 y de las construcciones de los plásmidos reporter empleados 
en nuestro estudio (Imagen modificada de [94]). (B) La actividad transcripcional de COX-2 se determinó 
en células HuH7.5 en presencia y ausencia de la proteína core del genotipo 1b. Los valores se 
expresaron en veces de inducción con respecto al control transfectado con el vector de expresión vacío 
pCMV-0 (M). 
 
1.7. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE COX-2 A NIVEL DE PROMOTOR 
 
 El resultado anterior, junto con la disminución en los niveles globales de H3Ser10ph 
observada, sugieren que el virus podría estar regulando la expresión de COX-2 mediante 
modificaciones epigenéticas. Por lo que analizamos el promotor de COX-2 mediante un ensayo 
de ChIP. 
 Nuestros resultados (Figura 24 A) muestran que, en células infectadas, los niveles de 
histona H3 acetilada (H3Ac) y de H3Ser10ph en el promotor de COX-2 se ven reducidos con 
respecto a los niveles observados en células sin infectar, coincidente con la inhibición en la 
transcripción de este gen. Como cabría esperar, core no se recluta en el promotor de COX-2. A 




Nuestros resultados muestran como en células no infectadas, la AURKB se asocia al promotor 
de este gen, y esta asociación se ve reducida en presencia del VHC.  
 
 
Figura 24. La infección por el VHC y la expresión de la proteína viral core reducen el reclutamiento de 
AURKB al promotor de COX-2 y los niveles de H3Ser10ph y H3Ac, relacionados con la actividad 
transcripcional. 
Ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con los anticuerpos indicados en células HuH7.5 
infectadas con el VHC (A) o transfectadas con la proteína viral core (B). El DNA inmunoprecititado se 
cuantificó mediante qRT-PCR con primers específicos para la región promotora del gen COX-2 y, 
posteriormente, se visualizó en geles de agarosa. Las gráficas representan la media ± desviación estándar 
(n >3). 
 
 Este ensayo fue realizado también en células HuH7.5 sobreexpresando la proteína viral 
core y los resultados fueron similares. Es decir, los niveles de H3Ac, H3Ser10ph y AURKB se 
vieron reducidos como resultado de la expresión de core (Figura 24 B). 
 Estos datos sugieren que tanto el VHC como la proteína core regulan la transcripción de 
genes importantes implicados en la ruta inflamatoria mediante mecanismos epigenéticos, a 
través de la inhibición de la actividad de la AURKB. 
 
1.8. EFECTO DE LA AURKB EN LA GENERACIÓN DE PROGENIE INFECCIOSA 
 
 Como hemos visto, la respuesta inflamatoria era inhibida en los estadios tempranos de la 
infección por el VHC mediante la inhibición de la AURKB. Por ello, analizamos si la ausencia de 
la expresión de la AURKB podría estar afectando también a la producción de partículas virales. 
Cinco horas después de que las células HuH7.5 fueran infectadas con VHC, transfectamos las 




infectividad específica del VHC aumentó alrededor del 66% (p=0.023) (Figura 25 A).  
 Por otro lado, analizamos también el efecto de la sobreexpresión de la AURKB. Cinco horas 
después de que las células HuH7.5 fueran infectadas con el VHC, sobreexpresamos la quinasa 
con un vector de expresión de AURKB y un vector vacío como control. A las 72 horas de la 
transfección, la infectividad extracelular del virus se vio disminuida un 57% (p=0.03) (Figura 25 
B). Estos resultados sugieren que la interacción entre la proteína viral core y AURKB podría 
regular la formación de partículas virales.  
 
Figura 25. La expresión de la AURKB regula la infectividad extracelular del VHC. 
(A) Análisis de la infectividad específica del VHC por titulación viral tras la depleción de AURKB mediante 
la transfección transitoria de siAURKB (150 nM) o de un siRNA control. Los datos proceden de la 
realización de dos experimentos con un número total de 13 muestras por grupo. (B) La infectividad 
específica del VHC se evaluó por titulación viral tras la sobreexpresión de la quinasa AURKB a partir de 




2. ANÁLISIS DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DAAs EN LA 
REVERSIÓN DE LOS CAMBIOS EPIGENÉTICOS INDUCIDOS POR EL VHC 
 
2.1. ANÁLISIS DE LA DINÁMICA DEL ESTABLECIMIENTO DE MARCAS 
EPIGENÉTICAS TRAS LA INFECCIÓN POR EL VHC 
 
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han desarrollado los tratamientos actuales 
con DAAs, que han sido claves en la inhibición de la replicación del VHC, consiguiendo tasas de 
curación superiores al 95%. Ya que nuestros resultados habían mostrado la implicación de 
mecanismos epigenéticos en la regulación de la respuesta proinflamatoria relacionada con la 
expresión de NF-NB y COX-2 mediada por el VHC, nos planteamos si el tratamiento con DAAs 
podría revertir los efectos epigenéticos observados tras la infección por VHC.  
Para realizar estos experimentos, previamente determinamos la cinética que seguía el 
establecimiento de las alteraciones epigenéticas promovidas por el virus VHC-p0, recogiendo 
los extractos de proteínas a diferentes tiempos post-infección (24, 48 y 72 horas, Figura 26 A; 




anticuerpo específico para H3Ser10ph (Figura 26 A, B;). El efecto inhibidor solo se observó de 
forma significativa tras 72 horas de tratamiento, tiempo al que se produjo un aumento 
significativo de un 20% y un 10% en los niveles de expresión de core y NS5A, respectivamente. 
 
 
Figura 26. Dinámica del establecimiento de marcas epigenéticas tras la infección por el VHC. 
(A) Inmunodetección específica de core, NS5A y H3Ser10ph en células HuH7.5 infectadas con el VHC de 
diferentes fitness replicativos tras 24, 48 y 72 horas de infección. Como control de carga se utilizó la E-
actina. Los niveles de H3Ser10ph (B), NS5A (C) y core (D) fueron cuantificados por densitometría y 
representados como veces de inducción con respecto a las células sin infectar a partir de dos 
experimentos diferentes. La significación de los datos se muestra con * p<0.05, ** p< 0.01 y *** p < 





El laboratorio del Dr. Esteban Domingo y la Dra. Celia Perales había generado cepas de 
virus con mayor fitness, VHC-p100 y VHC-p200 [12], por lo que se planteó un proyecto en 
colaboración con objeto de analizar si virus con una capacidad replicativa mayor generaban los 
mismos cambios epigenéticos, así como analizar si la cinética de este efecto era similar a la 
observada en el caso del VHC-p0, de menor fitness, utilizado hasta el momento en toda la 
experimentación previa de esta tesis. Como se puede observar tan solo a las 72 horas post-
infección, independientemente del fitness viral, la infección por VHC provocó una disminución 
significativa de los niveles de H3Ser10ph (Figura 26 A, B), aunque a las 48 horas en las células 
infectadas con VHC-p200 se observó una ligera tendencia a la disminución en los niveles de la 
misma. Cabe destacar que el grado de inhibición de la H3Ser10ph aumentó en función del 
fitness viral, es decir, en presencia del VHC-p0 se produjo una disminución del 30%, mientras 
que con el VHC-p100 la disminución fue de un 60% y con el VHC-p200, de aproximadamente 
un 75%. 
Respecto a la expresión de las proteínas virales, los niveles de la fosfoproteína NS5A 
aumentaron en función del fitness viral como se observa en la figura 26 C, al igual que en el 
caso de la proteína core (Figura 26 D).  
 
2.2. ANÁLISIS DE LA DINÁMICA DE LAS MARCAS EPIGENÉTICAS TRAS EL 
TRATAMIENTO CON DAAs 
 
A continuación, quisimos analizar el efecto del tratamiento con DAAs sobre los niveles de 
H3Ser10ph. Para ello se utilizó una combinación de dos antivirales: 4.000 nM de DCV y 20.000 
nM de SOF, dosis capaces de extinguir la replicación del VHC-p200 sin producir toxicidad 
celular. Las concentraciones escogidas de DCV y SOF son 8.000 y 25 veces mayores, 
respectivamente, que la concentración necesaria para extinguir el virus parental VHC-p0, dosis 
previamente establecida en otros trabajos [103, 104]. 
Las células HuH7.5 se infectaron con el VHC-p0 y fueron tratadas con la combinación de 
DCV y SOF durante 72 horas. Se recogieron las células a las 72, 96, 120 y 144 horas post-
infección o lo que es lo mismo, a 0, 24, 48 y 72 horas después de la adición del tratamiento 
(Figura 27 A). 
Como se puede observar en la figura 27 B y C, la disminución en los niveles de H3Ser10ph 
provocada como consecuencia de la infección viral se revertía completamente a partir de las 
48 horas de tratamiento con DAAs, aunque los datos no fueron significativos hasta las 72 horas 




tienden a aumentar por encima de los niveles basales. Como control del experimento 
analizamos por Western blot el perfil de NS5A y core (Figura 27 D, E), en presencia y ausencia 
de virus y tratamiento antiviral, observando como en presencia del tratamiento con DAAs, se 
producía una disminución paulatina de la expresión de ambas proteínas con respecto a las 
células infectadas y sin tratamiento. A pesar de las elevadas dosis de DAAs y, tras 72 horas de 




Figura 27. Efecto de la infección por VHC-p0 y el tratamiento con DAAs en marcas epigenéticas. 
(A) Esquema del experimento realizado: las células HuH7.5 reporter fueron infectadas con el virus VHC-
p0; tras 72 horas de infección la mitad de ellas fueron tratadas con la combinación de DAAs (DCV 4000 
nM + SOF 20000 nM) y la otra mitad no. Los extractos se recogieron a 72, 96, 120 y 144 horas post-
infección (0, 24, 48 y 72 horas de tratamiento con DAAs). Células HuH7.5 reporter sin infectar se 
utilizaron como control negativo (n=3). (B) Ensayos de western blot utilizando anticuerpos específicos 
contra H3Ser10ph, core y NS5A. (C) Las gráficas muestran la cuantificación de los niveles de expresión 




y NS5A (E) respecto a su control sin tratamiento. Las células control sin infectar están representadas en 
color negro y las células infectadas en color verde. Los datos se representan en veces de inducción con 
respecto a las células no infectadas para cada condición. El símbolo * muestra las diferencias entre 
células infectadas y no infectadas, # entre células sin tratar y células tratadas con DAAs y $ entre los 
diferentes tiempos. *, # y $ representan p<0.05, **, ## y $$ p< 0.01 y *** y ### p < 0.001. Los 
experimentos fueron repetidos entre 2 y 3 veces. 
 
Por ello, se determinó el título viral de los sobrenadantes y el RNA intracelular de las 
células infectadas con el VHC-p0 (Figura 28 A) y con el VHC-p200 (Figura 28 B). Observándose 
que, 24 horas tras la adicción del tratamiento, el título viral era indetectable. Sin embargo, 
aunque el RNA intracelular disminuía de forma notable, seguía habiendo moléculas de RNA 
residual a las 72 horas después del tratamiento con los DAAs.  
 
 
Figura 28. Análisis del título viral y del RNA intracelular en células infectadas por los virus VHC-p0 y 
VHC-p200 y tratadas con DAAs (Resultados y gráficas originales de la Dra. Celia Perales). 
Determinación de título viral (TCID50/ml) (izquierda) y de la cantidad de RNA intracelular (moléculas/ng) 
(derecha) de células infectadas por los virus VHC-P0 (A) y VHC-P200 (B) a los tiempos de infección 
indicados. En verde se muestran las células sin tratamiento, mientras que en negro se muestran aquellas 
a las que se les suministró la combinación de DAAs.  
 
En paralelo se realizó un experimento similar al experimento de la figura 27 pero 
utilizando el virus de alto fitness, VHC-p200. En este caso, la disminución de la H3Ser10ph se 
revirtió completamente y de forma significativa a las 72 horas de tratamiento (Figura 29 A, B); 
mientras que a las 48 horas no se observó ningún efecto como parecía ocurrir en el caso del 
VHC-p0 (Figura 27 B, C). Cuando analizamos los niveles de expresión de core y NS5A, 




continuaban expresándose a las 72 horas de tratamiento (Figura 29 C, D). Estos datos se 




Figura 29. Efecto de la infección por VHC-p200 y el tratamiento con DAAs en marcas epigenéticas. 
(A) Ensayos de western blot a partir de células HuH7.5 infectadas con VHC-p200 tratadas 72 horas post-
infección. (B) Las gráficas muestran la cuantificación por densitometría de los niveles de H3Ser10ph 
respecto a células sin infectar con y sin tratamiento a diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72 horas post-
tratamiento) y de las proteínas virales core (C) y NS5A (D) respecto su control sin tratamiento. Las 
células control sin infectar están representadas en color negro y las células infectadas en color verde. 
Los datos se representan en veces de inducción con respecto a las células no infectadas para cada 
condición. El símbolo * se corresponde con las diferencias entre células infectadas y no infectadas, # 
entre células sin tratar y células tratadas con DAAs y $ entre los diferentes tiempos. *, # y $ representan 
p<0.05, **, ## y $$ p< 0.01 y *** y ### p < 0.001. Los experimentos fueron repetidos entre 2 y 3 veces. 
 
2.3. ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA INFECCIÓN POR EL VHC Y DEL TRATAMIENTO 
CON DAAs SOBRE LA EXPRESIÓN Y ACTIVIDAD DE LA AURKB 
 
A la vista de los resultados anteriores, analizamos mediante ensayos de western blot la 
expresión de AURKB. 72 horas después de la infección (tiempo 0 de tratamiento), los niveles 




habíamos visto en la figura 15 B. Sin embargo, a partir de 96 horas post-infección, observamos 
como la AURKB disminuía sus niveles de expresión en aproximadamente un 30% por la 
infección con VHC-p0 (Figura 30 A). Por otro lado, el tratamiento con DAAs produjo cierta 
reversión de los niveles de AURKB a partir de las 48 horas de su administración (120 horas 
post-infección), al igual que ocurría con los niveles de H3Ser10ph (Figura 27 B,C), aunque los 
datos tampoco fueron significativos. 
 
 
Figura 30. Efecto de la infección por el VHC y el tratamiento con DAAs en la AURKB. 
Ensayos de western blot a partir de células HuH7.5 infectadas con VHC-p0 (A) y VHC-p200 (B). El 
tratamiento fue añadido a las 72 horas post-infección. Las gráficas muestran la cuantificación de los 
niveles de la proteína AURKB respecto a su basal sin infectar con y sin tratamiento a diferentes tiempos: 
0, 24, 48 y 72 horas tras el tratamiento con DAAs. Las células control sin infectar están representadas en 
color negro y las células infectadas en color verde. Los datos se representan en veces de inducción con 
respecto a las células no infectadas. El símbolo * se corresponde con las diferencias entre células 
infectadas y no infectadas, donde * representan p<0.05, ** p< 0.01 y *** p < 0.001. Los experimentos 





Repetimos este experimento con el virus de alto fitness VHC-p200 (Figura 30 B) 
observando que, a diferencia de lo que ocurría con el virus VHC-p0, tras 72 horas de infección 
(tiempo 0 de tratamiento), se observaba ya una disminución significativa de alrededor de un 
42% en los niveles de expresión de AURKB. Esta disminución fue aún mayor a las 120 y 144 
horas post-infección, alcanzándose valores de alrededor de un 62% de inhibición. El 
tratamiento con DAAs produjo una reversión significativa de la inhibición de los niveles de 
AURKB producidos por el VHC-p200. 
 
2.4. EFECTO DEL FITNESS VIRAL EN LAS MARCAS EPIGENÉTICAS 
 
Ya que los efectos de la infección sobre los niveles de AURKB habían sido observados de 
manera más notable a las 144 horas post-infección, realizamos experimentos adicionales para 
determinar si el fitness viral era relevante sobre la dinámica de las marcas epigenéticas.  
Por ello comparamos mediante western blot los niveles de AURKB en células infectadas 
con VHC-p0 y VHC-p200 durante 144 horas en ausencia y presencia de tratamiento con DAAs. 
Como control se utilizaron células HuH7.5 sin infectar. En la figura 31 B se observa como el 
VHC-p0 provocó una disminución de aproximadamente el 15% en los niveles de AURKB, 
mientras que el efecto de la infección con el VHC-p200 fue mucho mayor, con una inhibición 
significativa de alrededor del 62% en los niveles de AURKB. 
Los niveles de fosforilación de la H3Ser10 fueron analizados también en paralelo a la 
AURKB. Como se observa en la figura 31 C, la inhibición de esta marca fue de un 40% tras la 
infección con VHC-p0, siendo el efecto mayor en el caso de la infección con el virus con mayor 
fitness, VHC-p200, donde la inhibición fue de alrededor de un 80%. 
Simultáneamente, analizamos la expresión de la proteína del core, cuyos niveles fueron 
más elevados para los pases virales con un fitness replicativo mayor, coincidiendo con una 
disminución más acusada de la expresión de la AURKB y de los niveles globales de H3Ser10ph 
(Figura 31 E). Observamos además como el tratamiento con DAAs producía, en todos los 
casos, una disminución en los niveles de core, aunque como habíamos observado 
anteriormente, a las 72 horas de tratamiento se seguían observando niveles significativos de la 
proteína. 
A pesar de ello quisimos analizar si la disminución de la expresión de core en presencia 
del tratamiento era capaz de revertir los efectos de la infección viral sobre los niveles de 
AURKB y H3Ser10ph. Sorprendentemente, como se observa en la figura 31 B, el tratamiento 




en las células HuH7.5 sin infectar. Por otro lado, en las células infectadas, el tratamiento con 
DAAs revirtió el efecto de la infección viral, es decir, aumentó los niveles de AURKB, 
observándose de nuevo como los niveles de la quinasa aumentaban alrededor de un 30% más 
con respecto a los niveles observados en las células HuH7.5 sin tratamiento, tanto en células 
infectadas con VHC-p0 como con VHC-p200. En cuanto a la inhibición en la fosforilación del 
residuo H3Ser10ph, se revirtió completamente en presencia del tratamiento con DAAs. En este 
caso, los niveles de H3Ser10ph aumentaron hasta los niveles basales observados en células 
HuH7.5 sin tratar y tratadas con DAAs. Cabe destacar que la reversión que se experimentó en 
el pase viral VHC-p200 fue mucho mayor, como se puede observar en la figura 31 D, ya que al 
partir de unos niveles de expresión más reducidos y recuperarse la expresión basal, la 
capacidad de reversión provocada por el tratamiento es mucho mayor. 
 
 
Figura 31. Efecto del fitness vital y el tratamiento con DAAs en la H3Ser10ph y en la AURKB. 
(A) Ensayos de western blot a partir de células HuH7.5 infectadas con VHC-p0 y VHC-p200 144 horas y 
tratadas durante 72 horas. Se emplearon anticuerpos específicos contra core, AURKB y H3Ser10ph. 
Como control de carga se utilizó la D-Tubulina. Los niveles de AURKB (B), H3Ser10ph (C) y core (E) 
fueron cuantificados y expresados como unidades de inducción respecto a las células control C sin 
infectar y sin tratamiento. (D) Niveles de H3Ser10ph representados como unidades de inducción 
respecto al control sin tratamiento para cada una de las condiciones. El símbolo * se corresponde con 





2.5. ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA INFECCIÓN POR EL VHC Y DEL TRATAMIENTO 
CON DAAs EN LA EXPRESIÓN DE OTRAS PROTEÍNAS IMPLICADAS EN PROCESOS 
EPIGENÉTICOS 
 
Se ha descrito como la alteración de diferentes actividades enzimáticas relacionadas con 
procesos epigenéticos tienen implicación en el desarrollo de diferentes tipos de cáncer. De 
hecho, se ha observado que la expresión de DNMTs y HDACs está aumentada en diversos tipos 
de tumores, incluido el CHC [105-108]. En este sentido cabe destacar que además el VHC 
aumenta la expresión de DNMTs y HDACs [109, 110].  
 
Figura 32. Efecto del fitness vital y el tratamiento con DAAs en HDAC1, DNMT1 y DNMT3a. 
(A) Inmunodetección específica de HDAC1, DNMT1 y DNMT3a partir de células HuH7.5 infectadas con 
VHC-p0 y VHC-p200 durante 144 horas y tratadas con DAAs 72 horas. El ensayo fue realizado con los 
extractos recogidos 72 horas después de la adición del tratamiento Los niveles de las diferentes 
proteínas: HDAC1 (B), DNMT1 (C) Y DNMT3a (D) fueron cuantificados y expresados como unidades de 
inducción respecto a las células control C sin infectar. El símbolo * se corresponde con p<0.05. Los 
experimentos fueron repetidos entre 2 y 3 veces. 
 
Debido al posible aumento de la incidencia de recidivas de CHC descrita en algunos 
pacientes tratados con estos fármacos [111], nos planteamos si los tratamientos antivirales 




DNMT1 y 3a en presencia y ausencia del tratamiento en células infectadas con VHC. Como 
control del experimento se utilizaron células sin infectar y en ausencia de tratamiento. Como 
se observa en la figura 32 A, la infección por el VHC-p0 no produjo ningún efecto significativo 
sobre los niveles basales de HDAC1 (Figura 32 B). Respecto a la DNMT1, se observó una 
tendencia al aumento en presencia del VHC (Figura 32 C) al igual que en el caso de la DNMT3a 
(Figura 32 D), dicho aumento de alrededor del 21% fue solo significativo en el caso del VHC-p0. 
En cuanto al efecto de los DAAs sobre los niveles de expresión de estas actividades 
enzimáticas, observamos que el tratamiento en ausencia del virus producía un cierto aumento 
en el caso de HDAC1 (Figura 32 B), y un aumento significativo del 20% en DNMT1 (Figura 32 C). 
En el caso del virus de alto fitness (VHC-p200) observamos una tendencia a disminuir los 
niveles de HDAC1 y DNMT3a como se observa en las figuras 32 B y D respectivamente, y a 
aumentar los niveles de DNMT1 (Figura 32 C), aunque los datos no fueron significativos. 
 
2.6. ANÁLISIS DEL RNA VIRAL INTRACELULAR RESIDUAL 
 
En nuestro sistema celular, el tratamiento con la combinación de DAAs eliminaba el virus 
a nivel de título viral, es decir, las partículas infectivas liberadas por las células. Este título se 
determinó a partir de los sobrenadantes recogidos en los experimentos. Sin embargo, 
habíamos observado como el RNA intracelular viral residual y las proteínas virales no 
desaparecían completamente a las 72 horas post-tratamiento (144h post-infección). 
Con el fin de determinar la estabilidad de este RNA intracelular o su potencial para 
generar nuevas proteínas virales o reactivar la infección, se llevó a cabo otro experimento en 
el cual las células infectadas con los virus VHC-p0 y VHC-p200 fueron sometidas a dos 
divisiones sucesivas. En primer lugar, 72 horas después de la infección, se les añadió la 
combinación de DAAs a la mitad de ellas. Después del tratamiento fueron sometidas a dos 
divisiones sucesivas: 72 y 144 horas post-tratamiento (144 y 216 horas post-infección 
respectivamente) sin administrar el tratamiento de nuevo. La extracción de muestras y 
determinación del RNA intracelular viral se realizó en la primera división, es decir 144 horas 
post-infección, y 96 horas después de la segunda división celular (312 horas post-infección) 
(Figura 33 A). Tras la segunda división (312 horas) no se obtuvieron valores de RNA intracelular 
viral, indicando que el RNA intracelular remanente se trata de un RNA residual, que carece de 
capacidad infectiva y se pierde después de dos divisiones celulares sucesivas sin ser necesaria 






Figura 33. Eliminación del RNA viral residual y de la expresión de NS5A y core en células tratadas. 
(A) Esquema del experimento: las células HuH7.5 fueron infectadas con VHC-p0 y VHC-p200, 72 horas 
después fueron tratadas con la combinación de DAAs. A continuación, se sometieron a dos divisiones 
sucesivas 72 horas después del tratamiento y 144 horas después. Los extractos de RNA extracelular, 
RNA intracelular y proteína, y la determinación del título viral se llevaron a cabo en los tiempos 
indicados en la imagen (punto rojo). (B) Los niveles de expresión de las proteínas virales NS5A y core, de 
H3Ser10ph y AURKB fueron analizados mediante ensayos de western blot. Como control de carga se 
utilizó la D-Tubulina. Los niveles de expresión de la H3Ser10ph (C) y de AURKB (D) fueron cuantificados 
mediante densitometría y representados como veces de inducción respecto al control de células sin 





Además, se recogieron extractos proteicos a 144 y 312 horas, procedentes de las células 
infectadas por los virus VHC-p0 y -p200 tratadas que habían sido divididas en dos ocasiones 
sucesivas para determinar, a nivel de proteína, si también se conseguía anular completamente 
la expresión de las proteínas NS5A y core. Como previamente habíamos descrito (Figuras 27 D, 
E y 30 C, D), a las 144 horas todavía había expresión de ambas proteínas virales y, en ausencia 
de tratamiento se observaba una importante disminución de los niveles de H3Ser10ph, efecto 
que se revierte en presencia de los DAAs. Sin embargo, tras la segunda división (312 horas), las 
células perdían completamente la expresión de NS5A y core (Figura 33 B), en concordancia con 
los resultados obtenidos para el RNA intracelular viral. En cuanto a los niveles de H3Ser10ph, 
fueron inferiores a los observados en las células control sin infectar a 144 horas, coincidiendo 
con una disminución en los niveles de AURKB (Figura 33 B, C, D).  
 
3. ANÁLISIS DE LA CORRELACIÓN DE LOS POLIMORFISMOS DE AURKB 
CON LA PROGRESIÓN DE LA ENFERMEDAD HEPÁTICA EN PACIENTES 
CON HEPATITIS C CRÓNICA 
 
3.1. ANÁLISIS DEL GEN AURKB  
 
Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro con líneas celulares de hepatoma 
demostraban que la AURKB regulaba la infectividad del VHC y la expresión de genes de la ruta 
inflamatoria a través de una interacción directa con la proteína core, ambos factores 
esenciales en la progresión de la fibrosis hepática en pacientes con hepatitis crónica C. Dado 
que este tipo de interacciones son susceptibles de verse modificadas por cambios en los 
niveles de expresión y secuencias de las mismas, se procedió a analizar si las diferentes 
variantes polimórficas de AURKB podrían asociarse a diferentes patrones de evolución de la 
fibrosis hepática en pacientes con hepatitis crónica C. 
 
Contexto génico: 
El gen que codifica para la proteína quinasa Aurora B se encuentra localizado en el 
cromosoma 17, entre las posiciones: 8.204.773 y 8.210.598, según el Genome Reference 
Consortium Human Build 38 (GRCh38/hg38) [112]. La AURKB está codificada en la cadena 










Figura 34. Análisis in silico del gen de la AURKB. 
(A) Imagen del UCSC Genome Brownser. Representación gráfica del gen AURKB, incluyendo datos de 
localización y dirección de la codificación, datos de expresión en tejidos, niveles de transcripción, 
elementos de regulación de la expresión (niveles de H3K27Ac relacionados con activación de la 
expresión, ensayos DNAseI hypersensitivity para determinar la apertura del DNA a nivel de promotor), 
genómica comparativa (conservación del genoma en diferentes especies) y datos de variabilidad (SNPs). 
(B) Tabla de tránscritos predictivos del gen de la AURKB en homo sapiens procedente de la base de 
datos Ensembl Genome Brownser. 
 
Variantes transcripcionales:  
El gen AURKB codifica para 14 tránscritos predictivos diferentes (variantes de splicing) que 
pueden observarse en la figura 34 B [114]. Los tránscritos difieren en tamaño en función del 
splicing alternativo que lleven a cabo. Algunos de ellos presentan mutaciones nonsense, que 
generan un codón de terminación y, como consecuencia, genera formas truncadas y/o no 
funcionales; en otros se retiene un intrón resultando en una proteína truncada, ya que genera 
un mensajero con demasiada longitud que puede tener un codón de terminación o un cambio 
en el marco de lectura; finalmente otros tienen la secuencia codificante 3’ o 5’ incompleta, por 
lo que la proteína que codifican no se traduce correctamente. Como consecuencia, tan solo 4 
variantes transcripcionales generan proteínas funcionales, las denominadas como AURKB-201, 
-214, -202, -204). 
 
3.1.1. SELECCIÓN DE SNPs PARA ANÁLISIS 
Una vez identificadas las 4 variantes transcripcionales de interés, se procedió a 
realizar un ratreo de SNPs con potencial interés clínico en el gen de la AURKB. Dado que 
se han descrito numerosos polimorfismos presentes a lo largo de la secuencia génica del 
gen de la AURKB, tanto regiones intrónicas como exónicas (Figura 34 A, recuadro rojo), se 




1) SNPs de los que exista evidencia previa de correlación con desarrollo neoplásico o 
con procesos de inflamación o fibrosis, independientemente de que se encuentren 
en zonas codificantes o reguladoras del gen o de que produzcan o no cambios en la 
secuencia de la proteína. 
2) En el caso de SNPs sin evidencia previa de implicación clínica, se seleccionarán 
aquellos que se encuentren en la región codificante del gen y generen mutaciones 
no sinónimas, con el objeto de analizar si variaciones en la estructura de la proteína 
tiene algún efecto en las interacciones con la proteína del core viral. 
3) Se seleccionarán preferentemente aquellos SNPs que presenten una frecuencia de 
su alelo minoritario (MIF) superior al 0.1, con objeto de que sea representativo en 
la población. 
 
Se utilizaron las bases de datos: Ensembl Genome Brownser, dbSNP (NCBI) y USCS 
Genome Brownser para la identificación de variantes alélicas. A través de la herramienta 
de Biomart, perteneciente a la base de datos de Ensembl, mediante un criterio de 
selección por filtros, seleccionamos las variantes presentes en regiones exónicas con una 
MIF>0.1. El sistema nos mostró dos SNPs: rs1059476 y rs2241909, que cumplían los 
requisitos de selección anteriormente descritos. 
 
Figura 35. Características de los polimorfismos de AURKB seleccionados: rs1059476 (A) y 
rs2241909 (B). En (A) están representadas también las estructuras químicas de los aminoácidos 
que intervienen en el polimorfismo. 
 
El SNP rs1059476 es una variante no sinónima que se encuentra localizada en la 
región codificante del gen. El cambio nucleotídico afecta al triplete ATG, correspondiente 
al aminoácido en posición 298 que codifica para metionina, que pasaría a ser ACG, que 
codifica para treonina (c.1015T>C a nivel de nucleótido y p.M298T a nivel de proteína), es 




tioester a un aminoácido polar con una cadena lateral no cargada, un grupo hidroxilo, que 
lo hace más hidrofílico y reactivo, y que además genera una nueva posición 
potencialmente fosforilable (Figura 35 A). 
En cuanto al SNP rs2241909, está también situado en la región codificante del gen; 
en este caso se trata de una variante sinónima en la cual, a nivel nucleotídico se produce 
un cambio de citosina a timina en el nucleótido 1007 (c.1007C>T), en ambos casos, los 
tripletes resultantes codifican para el aminoácido serina en posición 295; por lo que no 
tiene consecuencia directa en la proteína (Figura 35 B). Sin embargo, analizamos este SNP 
porque estudios previos habían descrito una asociación significativa entre el polimorfismo 
rs2241909 con el riesgo de cáncer de mama familiar [68] y con la prognosis de cáncer 
colorrectal metastásico [84]. 
 
3.2. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS SNPs DE AURKB 
 
Con el objetivo de evaluar si las variantes alélicas del gen AURKB en las posiciones 
analizadas se asocian a cambios funcionales significativos, se procedió a realizar un estudio 
predictivo de los cambios en las regiones de unión a factores de transcripción entre las 
diferentes variantes. Para lo cual, llevamos a cabo un análisis in silico usando el software 
PROMO, en el servidor web ALGGENE [86, 98, 99].  
El estudio predictivo in silico confirmó que las diferentes variantes alélicas de ambas 
posiciones del gen AURKB se asocian a cambios radicales en los motivos de unión a diferentes 
factores de transcripción (Tabla 5). La región que incluye el SNP rs2241909 permite la unión de 
los factores Pax-1 y p53 cuando el polimorfismo c.1007C>T está presente; en presencia del 
alelo wt, se reconocen motivos adicionales de unión para los factores STAT4, ETS-1 y ELK-1. En 
el caso de la región que contiene a rs1059476, en presencia del polimorfismo c.1015T>C no 
une ningún factor de transcripción, sin embargo, en presencia del alelo T (wild type) posee dos 
dominios de reconocimiento del factor de transcripción YY1. 
En ambos casos se confirmó que las formas minoritarias de ambos alelos (coincidentes 
con las secuencias ancestrales) presentaban una mayor capacidad de unión a factores de 
transcripción que las formas alélicas mayoritarias. Así, la región que incluye la posición 
rs2241909 permite la unión de hasta 5 factores de transcripción cuando presenta el alelo 
minoritario (secuencia ancestral), y se reduce a únicamente dos cuando presenta la variante 
mayoritaria. De forma similar, la variante mayoritaria de la posición rs1059476 se asocia a la 
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Tabla 5. Estudio in silico de los motivos de unión a factores de transcripción de la secuencia de DNA en 
función de los distintos alelos de rs2241909 y rs1059476. 
 
 
3.3. AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE AURKB Y ANÁLISIS DE 
POLIMORFISMOS 
 
Todos los pacientes analizados (n=348) resultaron positivos a la amplificación del fragmento de 
375 pb de la región codificante del gen de la AURKB que incluía las posiciones rs1059476 y 
rs2241909. La composición alélica de cada paciente en dichas posiciones se analizó por 
secuenciación directa poblacional Sanger. Los resultados de análisis de alelos se confirmaron 
en 53 pacientes utilizando una técnica alternativa de análisis de secuencia por 
pirosecuenciación y en 10 por amplificación en sistema RealTime-PCR utilizando sondas de 
hibridación FRET. La concordancia de resultados en todos los casos analizados confirmó la 
fiabilidad del sistema de análisis. 
Se analizaron un total de 348 pacientes con hepatitis crónica C, agrupados según el grado 
de fibrosis hepática: 26,7% F0-F1 (93/348); 33,6% F2 (117/348), 15,2% F3 (53/348) and 24,4% 
F4 (85/348) (Figura 36 A). La distribución alélica se comparó entre dos agrupaciones de perfiles 
de progresión de la enfermedad hepática: pacientes no cirróticos (F0-F3) frente a pacientes 
cirróticos (F4) y también entre pacientes con un grado de fibrosis bajo a moderado (F0-F2) 
frente a pacientes con fibrosis elevada (F3-F4). 
 
3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA DISTRIBUCIÓN DE LOS PACIENTES 
 
Dado que el objetivo del análisis de pacientes era determinar la distribución alélica de los 
pacientes con diferentes grados de fibrosis, se analizó en primer lugar si existían diferencias a 
las variables demográficas o virológicas que pudieran interferir en el análisis posterior. No se 
encontraron diferencias significativas en la distribución de los pacientes en función del 




distribución de edades, estando repartidos los pacientes de mayor edad en los grupos de 
enfermedad hepática con mayor progresión (Figura 38 B).  
 
 
Figura 36. Características demográficas y virológicas de la cohorte de pacientes seleccionados para el 
estudio de asociación. 
(A) Tabla resumen de los datos demográficos (edad y género) y de los datos virológicos referidos al 
genotipo viral para los diferentes grupos de fibrosis. (B) Análisis estadístico comparativo de la 
distribución de los datos demográficos y virológicos recogidos de las categorías de comparación de los 
pacientes (F0-F2 vs F3-F4 y F0-F3 vs F4) que van a someterse a un análisis de asociación. (C) 
Representación gráfica de la distribución de edades entre las categorías de pacientes del estudio. 
 
 
3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA DISTRIBUCIÓN DE LOS SNPs SELECCIONADOS 
 





Los datos globales de distribución alélica de la posición rs1059476 recogidos en 
nuestro estudio se aproximan mucho a los datos de distribución publicados en la base de 
datos de Ensembl correspondiente a España (Figura 37 A), siendo la prevalencia del alelo 
T algo mayor en nuestra serie de pacientes. Cabe mencionar que la presencia del alelo T 
en homocigosis tiene una frecuencia muy baja en la población en general y en nuestra 
selección de pacientes. 
 
Figura 37. Análisis de las frecuencias de distribución de rs1059476. 
(A) Representación gráfica de los datos de frecuencia totales de rs1059476. Los datos de 
distribución globales y de España fueron obtenidos de la base de datos Ensembl genome browser 
84 y comparados con los recogidos en nuestra cohorte de pacientes. (B) Tabla de distribución de 
las frecuencias alélicas del SNP rs1059476 para los diferentes estadios de fibrosis y análisis 
estadístico mediante la prueba chi-cuadrado para evaluar la asociación de las distintas 




de distribución de las frecuencias alélicas del SNP rs1059476 para las diferentes categorías de 
pacientes comparadas en el estudio [pacientes con fibrosis leve a moderada (F0-F2) frente a 
fibrosis elevada (F3-F4) y pacientes no cirróticos (F0-F3) frente a pacientes cirróticos (F4)] y análisis 
estadístico mediante la prueba chi-cuadrado para evaluar la asociación de las distintas 
combinaciones alélicas a los grupos de pacientes. El nivel de significancia usado fue p<0.05. (D) 
Representación gráfica de las frecuencias alélicas de rs1059476. 
 
En un análisis global, observamos como el alelo mayoritario C, presente en la mayor 
parte de la población (homocigotos CC + heterocigotos CT), no muestra diferencias 
significativas en su distribución entre los grupos a comparar (Figura 37 B, C). Sin embargo, 
cuando miramos la presencia del alelo T (homocigotos TT + heterocigotos CT), 
correspondiente al alelo minoritario; vemos que su presencia es más elevada en los 
grupos de pacientes con estadios más avanzados de progresión de la enfermedad, es 
decir, en pacientes con fibrosis elevada frente a pacientes con fibrosis baja a moderada 
(p=0,037) y en pacientes cirróticos frente a no cirróticos (p=NS). 
De la misma manera, si analizamos la distribución de cada combinación alélica por 
separado, la homocigosis en TT presenta una frecuencia muy baja en la población, apenas 
tiene representación, por lo que no se observan diferencias significativas en su 
distribución; mientras que, la homocigosis en CC está significativamente más 
representados en grupos con menos progresión de la enfermedad, es decir, en pacientes 
con un nivel de fibrosis baja a moderada (p=0,037) y también en pacientes no cirróticos 
(p=NS); mientras que la heterocigosis parece estar asociada en mayor grado a los grupos 
de pacientes con una progresión mayor de fibrosis: cirrosis o fibrosis elevada. 
 
3.5.2. ANÁLISIS GLOBAL DE LA DISTRIBUCIÓN DE LAS FRECUENCIAS ALÉLICAS DE 
rs2241909 
Los datos globales de distribución recogidos en nuestro estudio coinciden con los 
datos de distribución que aparecen en la base de datos de Ensembl correspondiente a 
España (Figura 38 A). 
En un análisis global, observamos diferencias significativas en la distribución del alelo 
C (homocigotos CC + heterocigotos CT), alelo minoritario, que está más representado en 
pacientes cirróticos frente a no cirróticos (p=0,038) (Figura 38 B,C). Por otro lado, cuando 
analizamos la distribución de las diferentes combinaciones alélicas por separado, 
observamos que la homocigosis TT está significativamente asociada a pacientes cirróticos 
frente a no cirróticos (p=0,038); mientras que la heterocigosis CT, de nuevo en este SNP 
está más asociada a pacientes con cirrosis (p=0,028). Cuando analizamos la distribución 




elevada, no vimos cambios significativos, aunque se mantuvo la misma tendencia 
observada en la anterior comparativa.  
 
 
Figura 38. Análisis de las frecuencias de distribución de rs2241909. 
(A) Representación gráfica de los datos de frecuencia totales de rs2241909. Los datos de 
distribución globales y de España fueron obtenidos de la base de datos Ensembl genome browser 
84 y comparados con los recogidos en nuestra cohorte de pacientes. (B) Tabla de distribución de 
las frecuencias alélicas del SNP rs2241909 para los diferentes estadios de fibrosis y análisis 
estadístico mediante la prueba chi-cuadrado para evaluar la asociación de las distintas 
combinaciones alélicas con el grado de fibrosis. El nivel de significación usado fue p<0.05. (C) Tabla 
de distribución de las frecuencias alélicas del SNP rs2241909 para las diferentes categorías de 
pacientes comparadas en el estudio [pacientes con fibrosis leve a moderada (F0-F2) frente a 
fibrosis elevada (F3-F4) y pacientes no cirróticos (F0-F3) frente a pacientes cirróticos (F4)] y análisis 
estadístico mediante la prueba chi-cuadrado para evaluar la asociación de las distintas 
combinaciones alélicas a los grupos de pacientes. El nivel de significancia usado fue p<0.05. (C) 












Figura 39. Análisis estratificado según el genotipo del VHC de la distribución alélica de rs1059476 
y rs2241909 
(A) Tabla de frecuencias de las combinaciones alélicas de rs1059476 y rs2241909 en la población 
de estudio estratificada en función del genotipo viral para las diferentes categorías de pacientes 
[pacientes con fibrosis leve a moderada (F0-F2) frente a fibrosis elevada (F3-F4) y pacientes no 
cirróticos (F0-F3) frente a pacientes cirróticos (F4)] y análisis estadístico comparativo mediante la 
prueba chi-cuadrado para evaluar la asociación de las distintas combinaciones alélicas a una 
progresión diferencial de la edad. El nivel de significancia usado fue p<0.05. Representación gráfica 
de las frecuencias alélicas de rs1059476 en pacientes F0-F2 vs F3-F4 (B) y F0-F3 vs F4 (C) y de 
rs2241909 en pacientes F0-F2 vs F3-F4 (D) y F0-F3 vs F4 (E). 
 
Dado que la interacción directa AURKB/core viral puede verse afectada no solo por 
variabilidad de la secuencia de AURKB, sino también por la de la proteína del core, se 
analizó el efecto que el genotipo viral pudiera tener sobre la correlación entre los 
diferentes alelos y el estadio de fibrosis. Al estratificar los pacientes en base al genotipo 
viral se confirmó en todos los grupos de pacientes la tendencia observada al analizar la 
población de forma global, si bien las diferencias estadísticas se perdieron en la mayoría 
de los grupos al disminuir de forma significativa el tamaño muestral de cada uno de ellos. 
Únicamente se conserva la significación estadística en la mayor prevalencia de 
heterocigosis en la posición rs2241909 en pacientes con fibrosis elevada o cirrosis 
infectados con genotipo 1a (Figura 39). Asimismo, se observó una mayor diferencia en la 
prevalencia de los alelos T y C de las posiciones rs1059476 y rs2241909, respectivamente, 
entre pacientes cirróticos y no cirróticos infectados con el subtipo 1a y genotipo 3, que en 





3.5.4. ANÁLISIS ESTRATIFICADO POR GRUPOS DE EDAD 
Dado que la mayoría de los pacientes incluidos presentan periodos de infección muy 
prolongados, no puede descartarse que la posible correlación entre la composición alélica 
de la AURKB y la progresión de la fibrosis pueda quedar enmascarada por la progresión a 
cirrosis debido a periodos de infección prolongados. Para descartar este factor sería 
necesario analizar la composición alélica de AURKB en relación al tiempo de desarrollo de 
cirrosis.  
Los datos epidemiológicos de los pacientes incluidos en nuestra serie no permitieron 
determinar de forma clara el momento del inicio de la infección en la mayoría de los 
casos. Por este motivo, se utilizó un modelo indirecto de análisis, consistente en analizar 
los pacientes por grupos de edad, suponiendo que las formas avanzadas de fibrosis en 
grupos de edad menores estarán enriquecidas en pacientes con progresión más rápida de 
la enfermedad. Para ello, se estratificó la población de pacientes en los siguientes grupos 
de edad: <55, <60, <65 y <70 años en el momento de diagnóstico de la forma más 
avanzada de fibrosis hepática durante el seguimiento. 
En el caso de rs1059476, volvemos a encontrar esas diferencias significativas en 
todos los grupos de edad, especialmente cuando enriquecemos la población en pacientes 
de menor edad, menores de 65 años (<65), mejorando la significancia estadística 
observada a nivel global (Figura 40). Las estadísticas se pierden en grupos de pacientes 
con edades inferiores a 55 años, ya que tenemos muy pocos pacientes con estas 
características. 
En cuanto al rs2241909, en el análisis estratificado según la edad, observamos como 
en el caso del alelo T, mayoritario, no se observan diferencias en ningún grupo de edad; 
sin embargo, si analizamos la presencia del alelo C observamos cómo hay una diferencia 
estadísticamente significativa entre los diferentes grupos a comparar estando más 
representado en pacientes con elevada fibrosis frente a baja a moderada fibrosis y en 
pacientes cirróticos frente a no cirróticos. Y, al igual que en el caso de rs1059476, siendo 
las diferencias más significativas en los grupos de menor edad. 
Adicionalmente, estratificamos también la población en pacientes con una edad 
inferior a la mediana de las edades de todos los pacientes reclutados, es decir, 57 años 
(Figura 41). Observamos como la tendencia de distribución de los alelos era la misma que 






Edad SNP F0-F2 F3-F4 F0-F3 F4
≤55
Tamaño muestral n=107 n=44 p valor n=128 n=23 p valor
rs1059476
TT 2.8% 4.5% NS 2.3% 8.7% NS
TC 20.6% 27.3% NS 21.1% 30.4% NS
CC 76.6% 68.2% NS 76.6% 60.9% NS
si C 97.2% 95.5% NS 97.7% 91.3% NS
si T 23.4% 31.8% NS 23.4% 39.1% NS
rs2241909
CC 11.2% 15.9% NS 12.5% 13.0% NS
CT 45.8% 54.6% NS 46.1% 60.9% NS
TT 43.0% 29.5% NS 41.4% 26.1% NS
si C 57.0% 70.5% NS 58.6% 73.9% NS
si T 88.8% 84.1% NS 87.5% 87.0% NS
≤60
Tamaño muestral n=152 n=62 p valor n=177 n=37 p valor
rs1059476
TT 2.6% 3.2% NS 2.3% 5.4% NS
TC 21.1% 29.0% NS 20.9% 35.1% NS
CC 76.3% 67.7% NS 76.8% 59.5% 0.039
si C 97.4% 96.8% NS 97.7% 94.6% NS
si T 23.7% 32.3% NS 23.2% 40.5% 0.039
rs2241909
CC 12.5% 14.5% NS 13.0% 13.5% NS
CT 45.4% 53.2% NS 44.6% 62.2% NS
TT 42.1% 32.3% NS 42.4% 24.3% 0.043
si C 57.9% 67.7% NS 57.6% 75.7% 0.043
si T 87.5% 85.5% NS 87.0% 86.5% NS
≤65
Tamaño muestral n=166 n=81 p valor n=196 n=51 p valor
rs1059476
TT 2.4% 2.5% NS 2.0% 3.9% NS
TC 20.5% 33.3% 0.040 20.9% 39.2% 0.010
CC 77.1% 64.2% 0.047 77.0% 56.9% 0.007
si C 97.6% 97.5% NS 98.0% 96.1% NS
si T 22.9% 35.8% 0.047 23.0% 43.1% 0.007
rs2241909
CC 13.3% 14.8% NS 13.8% 13.7% NS
CT 44.0% 54.3% NS 43.9% 60.8% 0.040
TT 42.8% 30.9% NS 42.3% 25.5% 0.036
si C 57.2% 69.1% NS 57.7% 74.5% 0.036
si T 86.7% 85.2% NS 86.2% 86.3% NS
≤70
Tamaño muestral n=179 n=100 p valor n=218 n=61 p valor
rs1059476
TT 2.2% 2.0% NS 1.8% 3.3% NS
TC 20.1% 32.0% 0.030 20.6% 37.7% 0.011
CC 77.7% 66.0% 0.047 77.5% 59.0% 0.005
si C 97.8% 98.0% NS 0.0% 0.0% NS
si T 22.3% 34.0% 0.047 22.5% 41.0% 0.005
rs2241909
CC 12.8% 13.0% NS 13.3% 11.5% NS
CT 43.6% 53.0% NS 43.6% 59.0% 0.042
TT 43.6% 34.0% NS 43.1% 29.5% NS
si C 56.4% 66.0% NS 56.9% 70.5% NS
si T 87.2% 87.0% NS 86.7% 88.5% NS
≤75
Tamaño muestral n=197 n=114 p valor n=241 n=70 p valor
rs1059476
TT 2.5% 1.8% NS 2.1% 2.9% NS
TC 20.3% 31.6% 0.029 21.6% 34.3% 0.039
CC 77.2% 66.7% 0.047 76.3% 62.9% 0.031
si C 97.5% 98.2% NS 97.9% 97.1% NS
si T 22.8% 33.3% 0.047 23.7% 37.1% 0.031
rs2241909
CC 13.2% 12.3% NS 13.3% 11.4% NS
CT 43.1% 52.6% NS 43.6% 57.1% NS
TT 43.7% 35.1% NS 43.2% 31.4% NS
si C 56.3% 64.9% NS 56.8% 68.6% NS







Figura 40. Análisis estratificado según grupos de edad de la distribución alélica de rs1059476 y 
rs2241909. 
(A) Tabla de frecuencias de las combinaciones alélicas de rs1059476 y rs2241909 en la población 
de estudio estratificada en función de grupos de edad para las diferentes categorías de pacientes 
[pacientes con fibrosis leve a moderada (F0-F2) frente a fibrosis elevada (F3-F4) y pacientes no 
cirróticos (F0-F3) frente a pacientes cirróticos (F4)] y análisis estadístico comparativo mediante la 
prueba chi-cuadrado para evaluar la asociación de las distintas combinaciones alélicas a una 




Representación gráfica de las frecuencias alélicas de rs1059476 en pacientes F0-F2 vs F3-F4 (B) y 
F0-F3 vs F4 (C) y de rs2241909 en pacientes F0-F2 vs F3-F4 (D) y F0-F3 vs F4 (E). 
 
 
Figura 41. Análisis de la distribución alélica de rs1059476 y rs2241909 en pacientes con una edad 
inferior a la mediana (Edad < 57 años). 
(A) Tabla de frecuencias de las combinaciones alélicas de rs1059476 y rs2241909 en la población 
de edad < 57 años para las diferentes categorías de pacientes [pacientes con fibrosis leve a 
moderada (F0-F2) frente a fibrosis elevada (F3-F4) y pacientes no cirróticos (F0-F3) frente a 
pacientes cirróticos (F4)] y análisis estadístico comparativo mediante la prueba chi-cuadrado para 
evaluar la asociación de las distintas combinaciones alélicas a una progresión diferencial de la 
edad. El nivel de significancia usado fue * p<0.05. Representación gráfica de las frecuencias alélicas 
en pacientes F0-F2 vs F3-F4 (B) y F0-F3 vs F4 (C). 
 
 
Esta posible relación entre la composición alélica de la AURKB y la existencia de 
diferencias en el grado de progresión de la fibrosis hepática se pudo estudiar en 67 pacientes 
de los que se disponía de datos clínicos de calidad suficiente para hacer una estimación 
aproximada del patrón de progresión de la fibrosis (Figura 42). 
Con estos resultados, podemos concluir por lo tanto que parece que la presencia del alelo 
T en la posición correspondiente al SNP rs2241909 y del alelo C en rs1059476, podrían tener 







Figura 42. Distribución alélica de las posiciones rs2241909 y rs1059476 en los pacientes en los que se 
pudo determinar el patrón de evolución de fibrosis. 
(A) Distribución de la población de pacientes de los que se pudo hacer una estimación aproximada del 
tiempo de desarrollo de fibrosis. El tiempo de progresión se determinó en base al siguiente cálculo: 
[Fecha de diagnóstico de forma más severa de fibrosis – Fecha estimada de infección]. Los patrones de 
progresión fueron: progresores rápidos: desarrollo de cirrosis en menos de 20 años; progresores lentos: 
desarrollo de cirrosis en más de 40 años ó desarrollo de F0-F2 tras 20 años de infección; progresores 
intermedios: resto de pacientes. Debido a los criterios de inclusión, que exigía tiempos de evolución 
largos para los pacientes que no habían desarrollado cirrosis, todos los pacientes con fibrosis F0-F2 
incluidos presentaban patrón de progresión lenta. (B) Distribución de frecuencias alélicas en los 
diferentes patrones de progresión de los 25 pacientes cirróticos analizados. (C) Distribución de 
frecuencias alélicas en los diferentes patrones de progresión de los 67 pacientes analizados. La 
composición homocigótica incluyendo la variante TT no protectora, se asocia a progresión rápida en la 
posición rs2241909. En el caso de la posición rs1059476 la presencia del alelo T se asocia a una 
progresión más rápida, de forma similar a lo observado en la cohorte completa de 348 pacientes. 
 
 
4. ANÁLISIS MOLECULAR DE LOS SNPs DE AURKB 
 
A continuación, quisimos analizar las características moleculares y funcionales de las 
distintas variantes polimórficas de AURKB. Los diferentes experimentos fueron realizados tan 




aminoácido que puede tener consecuencias moleculares en la proteína; mientras que en el 
caso de rs2241909 es una variante sinónima en la que difícilmente se podría observar ningún 
cambio.  
 
4.1. CARACTERIZACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR HuH7.5 
 




Las células HuH7.5 fueron genotipadas para las posiciones rs2241909 y rs1059476, 
presentado los dos alelos definidos como wild type: alelo C en la posición rs2241909 y alelo T 
en la posición rs1059476. 
 
Análisis de las variantes transcripcionales del gen AURKB 
Analizamos también las variantes transcripcionales presentes en las células HuH7.5 
realizando un RNA-seq. Los resultados con las diferentes isoformas del gen AURKB expresadas 
en las células HuH7.5 se muestran en la figura 43. 
 
VARIANTE TRANSCRIPCIONAL LOCUS LONGITUD COBERTURA FPKM 
NM_004217 1 chr17:8204730-8210626 1297 57.6095 10.8963 
NM_001256834 2 chr17:8204730-8210626 1224 16.5676 3.13361 
NM_001284526 3 chr17:8204730-8210626 1300 1.44058 0.272472 
NM_001313950 4 chr17:8204730-8210626 1273 2.71E-08 5.13E-09 
NM_001313951 5 chr17:8204730-8210249 1302 2.72992 0.516337 
NM_001313952 6 chr17:8204730-8210626 1288 1.72001 0.325323 
NM_001313953 7 chr17:8204730-8210225 1080 3.31471 0.626946 
NM_001313954 8 chr17:8204730-8210626 1307 1.33072 0.251693 
NM_001313955 9 chr17:8204730-8210626 943 3.44315 0.651238 
NR_132730 10 chr17:8204730-8210626 1155 2.40146 0.454212 
NR_132731 11 chr17:8204730-8210225 1040 0.877794 0.166026 
 




(A) Resultados procedentes del RNA-seq, siendo FPKM el número de fragmentos por millón de 
kilobases, valores de expresión génica. (B) Isoformas del gen AURKB en la base de datos del NCBI. 
 
Hay descritas numerosas isoformas del gen AURKB, en todas ellas están presentes las 
posiciones de los polimorfismos rs2241909 y rs1059476, ya que ambos se localizan en el 
último exón. Los resultados de RNA-seq mostraron que las isoformas 1 y 2 son las que se 
encuentran mayoritariamente expresadas en nuestro tipo celular HuH7.5, que aparecen 
recuadradas en la figura 43 B, estando la isoforma 1 (AURKB-Sv1) 3.5 veces más expresada que 
la 2 (AURKB-Sv2). 
 
4.2. CLONAJE DE LAS SECUENCIAS CODIFICANTES DE AURKB EN PLÁSMIDOS 
 
La secuencia codificante del gen AURKB fue clonada en los vectores de expresión 
bacteriana pGEX4T1 y eucariota pCDNA3.1His(A) a partir de mRNA, por lo que las regiones 
intrónicas no están contenidas en la secuencia nucleotídica clonada. 
A partir de este producto, mediante mutagénesis dirigida, se diseñaron las diferentes 
combinaciones de los dos polimorfismos a estudiar. De esta manera, obtuvimos 4 secuencias 
diferentes para cada vector (Tabla 6). 
 
MUTACIONES rs2241909 rs1059476 NOMENCLATURA 
AURKB wt C T AURKB C/T 
AURKB c.1007C>T T T AURKB T/T 
AURKB p.M298T C C AURKB C/C 
AURKB c.1007C>T y p.M298T T C AURKB T/C 
 
Tabla 6. Nomenclaturas variantes polimórficas. La nomenclatura que se usará en adelante hace 
referencia a los alelos presentes en el vector correspondientes a ambos polimorfismos: 
rs2241909/rs1059476. La sustitución c.1007C>T corresponde al polimorfismo en posición rs2241909 y la 
sustitución p.M298T, equivalente a c.1015T>C a nivel de cDNA, corresponde al polimorfismo rs1059476. 
 
4.3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD QUINASA DE LAS VARIANTES 
POLIMÓRFICAS DE LA AURKB 
 
Ya que AURKB es una quinasa que se activa por fosforilación en diferentes aminoácidos 
de su secuencia y el polimorfismo rs1059476 conlleva la sustitución de una metionina por una 
treonina, el cual es un residuo potencialmente fosforilable, analizamos la actividad quinasa de 
las diferentes variantes polimórficas de AURKB mediante un ensayo quinasa utilizando la 
histona H3 como sustrato de la reacción.  
El producto se resolvió en geles SDS-PAGE y se visualizó mediante autorradiografía donde 




observar en la figura 44 A y B, las variantes polimórficas AURKB C/C y AURKB T/C presentaban 
mayor actividad quinasa que las variantes AURKB C/T y AURKB T/T, reflejado en una mayor 
señal de fosforilación, en la histona H3 y en la propia AURKB. Por lo tanto, aquellas 
construcciones que presentaban el alelo C en la posición rs1059476 (AURKB C/C y T/C) 
presentaban una actividad quinasa mayor mientras que la presencia del alelo C o T en la 
posición rs2241909 no tenía ninguna repercusión sobre la capacidad quinasa de AURKB. 
 
4.4. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE INTERACCIÓN DE LAS VARIANTES 
POLIMÓRFICAS DE LA AURKB CON LA PROTEÍNA VIRAL CORE 
 
 En estudios previos del laboratorio habíamos demostrado que la proteína core inhibía la 
actividad de AURKB por interacción directa de las dos proteínas a través del dominio quinasa 
de la AURKB. Por esta razón, quisimos analizar si las variantes polimórficas de la AURKB 
interaccionaban con core de manera diferencial. Para ello llevamos a cabo un ensayo de 
interacción proteína-proteína in vitro o pull down en el cual la proteína core se tradujo in vitro 
en un lisado de reticulocitos en presencia de metionina marcada radiactivamente con S35, para 
posteriormente incubarse con las proteínas de fusión de las variantes polimórficas de la 
posición rs1059476 de AURKB y, en su defecto, con el control glutathione S-transferase (GST-
0). En la figura 44 C se puede observar que la variante que contiene el nucleótido C (AURKB 
C/C) presenta una mayor interacción con la proteína core que la variante de AURKB que 
presenta una T en la misma posición (AURKB C/T). La especificidad de tal interacción se 





Figura 44. La actividad quinasa de la AURKB y su capacidad de interacción física con la proteína viral 
core difieren en presencia del polimorfismo rs1059476. 
(A) Ensayo quinasa de las variantes polimórficas de la AURKB sobre la histona H3. Autorradiografía y 
detección de la autofosforilación de la quinasa (pAURKB) y de la fosforilación de su sustrato (pH3). (B) 
Cuantificación por densitometría y representación gráfica de las veces de fosforilación de pAURKB y 
pH3. (C) Ensayo de interacción de proteínas in vitro. Las proteínas de fusión GST-AURKB C/C, GST-AURKB 
C/T y GST-0 fueron incubadas en presencia de la proteína core marcada radiactivamente con 35S. El 
input representa el 10% de la cantidad total de proteína core utilizada en la interacción. 
 
4.5. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS DE AURKB EN 
GENES DE LA RUTA INFLAMATORIA 
 
En experimentos anteriores habíamos demostrado que la presencia de la proteína core 
disminuía la transcripción de NF-κB y COX-2 a través de la AURKB. A la vista de estos 
resultados, quisimos analizar si los diferentes SNPs del gen AURKB presentaban diferencias en 
el potencial de reversión de la inhibición mediada por la proteína viral core. 
 
Figura 45. La inhibición en la transcripción de NF-κB y COX-2 mediada por core es revertida en 
presencia de las variantes polimórficas de AURKB para rs1059476 (AURKB C/C y AURKB C/T). 
Actividad luciferasa de 3xNF-κB-Luc (A) y COX-2-luc (B) en células HuH7.5 transfectadas con pCMV-
core1b en presencia y ausencia de las variantes polimórficas AURKB C/C y AURKB C/T. La cuantificación 
de la actividad luciferasa de todos los experimentos recoge los resultados de al menos tres experimentos 
independientes llevados a cabo por triplicado. * indica las diferencias en los niveles de transcripción de 
los genes analizados respecto a las células sin transfectar con core ni AURKB y # entre células 





Con este fin, determinamos la actividad transcripcional de los genes NF-κB y COX-2 
transfectando sus respectivos plásmidos reporters con la secuencia promotora de los mismos 
unida a la luciferasa en células HuH7.5, cotransfectadas con vectores de expresión de las 
diferentes variantes polimórficas de la AURKB, en presencia y ausencia de la proteína viral 
core. A las 72 horas se determinó la actividad luciferasa y, como se muestra en la figura 45, 
observamos que la sobreexpresión tanto de la AURKB C/C como de la AURKB C/T mostraban 
una tendencia a revertir el efecto inhibitorio de core en la transcripción de ambos genes, 
aunque en el caso de NF-κB, el efecto de la variante AURKB C/T fue menor. 
 
4.6. ANÁLISIS DE LA SOBREEXPRESIÓN DE LAS VARIANTES AURKB C/C Y AURKB 
C/T (rs1059476) DURANTE LA MITOSIS EN CÉLULAS HuH7.5 
 
La AURKB participa en el ciclo celular durante la fase de mitosis, por lo que quisimos 
analizar mediante ensayos de inmunofluorescencia si la presencia del polimorfismo rs1059476 
alteraba su expresión durante el proceso de citocinesis.  
Células HuH7.5 fueron transfectadas con los vectores de expresión de la AURKB con las 
dos variantes para la posición rs1059476 (AURKB C/C o AURKB C/T). A las 48 horas, las células 
se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti AURKB (marcado en rojo), que reconoce 
ambos SNPs y con D-Tubulina (en verde). Además, los núcleos se tiñeron con DAPI. Como se 
muestra la figura 46 A, la expresión de AURKB se localiza claramente en la zona del anillo 
contráctil en las células que estaban en telofase durante el proceso de citocinesis. La expresión 
de AURKB fue similar en las células que sobreexpresaban la variante C/C o C/T. Sin embargo, 
cuando contabilizamos el número de células en mitosis, observamos que el índice mitótico era 
mayor en aquellas células que sobreexpresaban la variante polimórfica AURKB C/C (Figura 46 
B). 
 
4.7. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE INTERACCIÓN DE LAS VARIANTES 
POLIMÓRFICAS DE LA AURKB CON LA PROTEÍNA CHMP4C 
 
 Ya que habíamos observado una menor tasa de división celular en las células que 
sobreexpresaban C/T, quisimos analizar si podría deberse a un defecto en el proceso de 
mitosis. La AURKB forma parte del complejo pasajero de los cromosomas (CPC), donde juega 
un importante papel evitando defectos en la segregación cromosómica. Ejerce su función 
fosforilando numerosas proteínas, entre ellas la CHMP4C, proteína que forma parte del cuerpo 
de abscisión, fundamental para marcar el tiempo correcto de la abscisión mediante la 





analizamos si las variantes AURKB C/C y C/T interaccionaban con CHMP4C de manera 
diferencial. Para ello llevamos a cabo un ensayo de interacción proteína-proteína in vitro o pull 
down en el cual las proteínas AURKB C/C y C/T se tradujeron in vitro en un lisado de 
reticulocitos en presencia de metionina marcada radiactivamente con S35, para posteriormente 
incubarse con la proteína de fusión GST-CHMP4C o, en su defecto, con el control glutathione S-
transferase (GST-0). En la figura 47 se puede observar que ambas variantes interaccionan de la 
misma manera con la CHMP4C. La especificidad de tal interacción se demostró por la ausencia 




4.8. ANÁLISIS DE LA SOBREEXPRESIÓN DE LAS VARIANTES AURKB C/C Y AURKB 
C/T (rs1059476) EN LA PROLIFERACIÓN CELULAR 
 
A la vista del resultado anterior, donde habíamos observado una disminución en el 
número de células en mitosis en aquellas células que sobreexpresaban la AURKB C/T, 
analizamos la proliferación de las células en presencia de las dos variantes de rs1059476. 
Contabilizamos el número de células 48 y 120 horas después de la transfección con los 
vectores de expresión para las dos variantes de AURKB (Figura 46 C). A las 48 horas, las células 
sobreexpresando ambos SNPs mostraban una tasa de proliferación similar. Sin embargo, a las 
120 horas las células que expresaban AURKB C/C proliferaban más que aquellas que 
expresaban AURKB C/T, aunque en ambos casos el número de células era menor que en 
presencia del vector vacío (pCMV-HA-0). Sin embargo, y ya que resultados previos del 
laboratorio mostraban que la proteína core del VHC inhibía la proliferación, junto con el hecho 
de que core interaccionaba de forma diferencial con las dos variantes polimórficas de AURKB 
(C/C y C/T), nos planteamos analizar el efecto conjunto de la expresión de core (pCMV-HA-
core) y la sobreexpresión de ambos SNPs de AURKB. Como se observa en la figura 46 C, a las 
120 horas, la sobreexpresión de core provocó una disminución en el número total de células 
respecto a la basal, como habíamos descrito previamente. Por otro lado, 48 horas después de 
la transfección, la sobreexpresión de core conjuntamente con AURKB C/T provocó un aumento 
significativo en el número de células, manteniéndose este efecto hasta 120 horas después de 
Figura 47. AURKB C/C y AURKC C/ interaccionan de la misma manera con la CHMP4C. 
Ensayo de interacción proteína-proteína in vitro. Las proteínas de fusión GST-CHMP4C y 
GST-0 fueron incubadas en presencia de las proteínas AURKB C/C y alternativamente C/T 
marcadas radiactivamente con 35S. El input representa el 10% de la cantidad total de las 





la transfección. Sin embargo, aquellas células sobreexpresando core y AURKB C/C mostraban 
una disminución significativa de la proliferación con respecto a la observada en las células que 
solo expresaban AURKB C/C junto con el plásmido pCMV-HA vacío. 
 
Figura 46. La sobreexpresión de las variantes de AURKB para el polimorfismo rs1059476 afectan a la 
proliferación celular de manera diferencial. 
(A) Inmunofluorescencia de células HuH7.5 sobreexpresando las variantes de AURKB para rs1059476. 72 
horas después de la transfección, las fueron teñidas con los anticuerpos de AURKB (DsdRed) y α-Tubulina 
(GFP) y marcadas con Dapi. (B) Representación gráfica del porcentaje de mitosis en las células HuH7.5 
respecto al control a partir de la determinación del número de células en mitosis y el número total de 
células en las muestras procedentes de la inmunofluorescecia. La estadística de estos resultados procede 
de la realización de dos experimentos independientes. (C, D) Células HuH7.5 co-transfectadas con la 
proteína core y las variantes de AURKB para rs1059476. 48 y 120 horas después de la transfección, 
fueron cuantificadas mediante tinción con Tripan blue al 0.4%. La estadística se realizó con los resultados 
procedentes de al menos tres experimentos independientes. * indica las diferencias respecto a la basal 
sin core ni AURKB y # indica las diferencias respecto al control de cada variante sin core. * y # P>0.05, 












El desarrollo y progresión de la fibrosis hepática y la aparición de CHC en pacientes con 
enfermedad hepática crónica se han relacionado con la acumulación de alteraciones genéticas 
y epigenéticas que pueden afectar a numerosas vías de señalización relacionadas con la 
proliferación celular, supervivencia, diferenciación y angiogénesis [43]. Se ha demostrado que 
algunos virus han desarrollado mecanismos especializados para modular los procesos 
epigenéticos que promueven la persistencia de la infección y la viabilidad de la célula huésped 
[116]. El estudio de cómo los procesos epigenéticos son iniciados y establecidos tras la 
infección por VHC es de especial interés para determinar si estos pueden contribuir a la 
progresión de la enfermedad hepática en pacientes con hepatitis crónica C. En este sentido, se 
ha descrito como la infección del VHC se asocia a modificaciones a nivel de metilación de DNA 
[39, 110, 117], así como la utilización por parte del virus del miRNA-122 celular para promover 
la replicación viral [118]. Sin embargo, se dispone de poca información sobre la capacidad del 
VHC, un virus con un ciclo replicativo estrictamente citoplasmático, de inducir modificaciones 
postraduccionales de histonas en la célula huésped, uno de los mecanismos de regulación 
epigenética más importantes.  
Los resultados obtenidos en esta tesis en los experimentos de infección de la línea celular 
de hepatoma HuH7.5 con un clon infeccioso de VHC demuestran que el virus presenta una 
importante actividad reguladora de modificaciones postraduccionales de histonas. Así, se han 
confirmado resultados previos [46] que asocian la infección por VHC con un aumento en los 
niveles de la dimetilación de la histona H3 en el residuo de Lisina 9, una marca asociada a 
regiones de heterocromatina relacionada con el silenciamiento génico (Figura 14 A). También 
hemos descrito como tanto la infección con el VHC como la expresión de la proteína core 
inhiben la fosforilación de la histona H3 en el residuo de Ser10 (Figura 14 A,B). Esta 
observación coincide con resultados previos de otros grupos en los que se sugiere que el VHC 
bloquea la entrada en mitosis, observándose una disminución en los niveles de H3Ser10ph 
[66].  
Los experimentos de transfección con los plásmidos de expresión de las proteínas core y 
NS5A en la línea celular HuH7.5 demostraron que el efecto inhibitorio de la actividad 
H3Ser10ph estaba mediado de forma específica por la proteína viral core, mientras que no se 
observaba ningún efecto cuando se sobreexpresaba la proteína NS5A (Figura 14 B, C). El efecto 
inhibitorio asociado a la expresión de core se mantuvo incluso a niveles bajos de expresión de 
la proteína viral. El papel relevante de la proteína core en la regulación de esta marca 
epigenética fue confirmado en cultivos primarios de hepatocitos. 
Los resultados de este trabajo demuestran que al menos uno de los mecanismos por los 





través de la inhibición de la actividad enzimática de AURKB presente en las células huésped. La 
actividad de la AURKB en el centrómero está regulada a través de la quinasa CHK1, que la 
fosforila aumentando su actividad [119], y de las fosfatasas PP1 y PP2A, que la defosforilan 
inhibiéndola [75]. Se ha descrito también como la infección por el VHC promueve la activación 
de la fosfatasa PP2A [120], y que la expresión de la NS5B reduce los niveles de fosforilación de 
la CHK1 provocando su inhibición [121]. Sin embargo, a pesar de la regulación ejercida por 
CHK1 y PP2A sobre la actividad de la AURKB, nuestros resultados indican que estas actividades 
no son las responsables de la disminución en H3Ser10ph mediada por la proteína core. Con 
ensayos de interacción de proteínas hemos demostrado como el primer dominio de la 
nucleocápside de core es suficiente para unirse al dominio catalítico de la AURKB (Figuras 16-
17) bloqueando la actividad quinasa de AURKB, en concordancia con la disminución en los 
niveles observados de la H3Ser10ph y con la disminución en los niveles de fosforilación de la 
propia AURKB en el residuo Thr-232, necesario para su activación [122].  
Nuestros datos indican que otras proteínas virales podrían estar contribuyendo también a 
la inhibición de la fosforilación de este residuo, ya que en presencia del VHC y del inhibidor de 
la AURKB, ZM447439, sigue observándose un efecto de represión en células infectadas con 
respecto a los niveles basales en células sin infectar y en presencia del inhibidor (Figura 15 C); 
mientras que en células que sobreexpresan la proteína core, el tratamiento con el inhibidor 
anuló completamente la inhibición de la H3Ser10ph mediada por la proteína viral (Figura 15 
D).  
Un efecto de las infecciones por los virus de las hepatitis es la inducción de procesos 
inflamatorios que pueden favorecer la progresión de la fibrosis y el desarrollo de cirrosis y CHC 
[38]. Sin embargo, nuestros resultados demuestran una inhibición en la transcripción de NF-NB 
tras la infección y tras la expresión de core en células HuH7.5 y en hepatocitos primarios 
(Figura 20 A,B), a pesar del papel que juega la vía de señalización de NF-NB en la respuesta 
proinflamatoria [31]. De la misma manera, hemos observado una inhibición en la transcripción 
y expresión del gen COX-2 (Figura 22 A,B), también implicado en la señalización inflamatoria. 
De acuerdo con nuestros resultados, los análisis de microarrays de DNA demuestran como la 
expresión de core inhibe las señales proinflamatorias en células de hepatoma humano HepG2 
[5]. En macrófagos y células HEK293 y HeLa, core también inhibe la activación de NF-NB y la 
expresión de COX-2 mediante la interacción directa con IKKβ, quinasa de los inhibidores IκBs, 
que mantienen a NF-κB en el citoplasma impidiendo ejercer su función [32], aunque también 
es posible que la disminución en los niveles globales de H3Ser10ph se encuentre reflejada en 




igual que los poxvirus, la disminución en la transcripción de NF-κB mediada por el VHC podría 
tratarse de un mecanismo para interferir con la respuesta inflamatoria de las células 
hospedadoras [5, 33].  
Por otro lado, NF-κB es un factor de señalización que participa en el control de la 
proliferación y actúa como agente anti-apoptótico mediante la regulación de TNF-D [31]. Se ha 
descrito que la infección por el VHC induce apoptosis inhibiendo la activación de NF-NB y, 
consecuentemente, la transcripción de proteínas anti-apoptóticas reguladas por este factor de 
transcripción, como Bcl-XL (linfoma de células B-extra larga), XIAP (proteína inhibidora de 
apoptosis ligada al X) y c-FLIP (proteína inhibidora de FLICE celular) [123, 124]. De hecho, en 
nuestros resultados observamos un aumento en los marcadores de apoptosis: aumenta la 
digestión de PARP y disminuyen los niveles del factor anti-apoptótico Bcl-XL (Figura 20 C) que 
podría estar relacionado con la disminución de NF-κB. A pesar del aumento de la apoptosis, las 
células infectadas con VHC siguen proliferando, aunque en menor proporción en comparación 
con las células no infectadas (Figura 19 B,D). En general, el incremento de la apoptosis se cree 
que está relacionado con la disminución de la carga viral; sin embargo, en hígados infectados 
con el VHC, a pesar del aumento de apoptosis en hepatocitos, el virus sigue presente [124]. En 
estudios previos se ha demostrado también un aumento de los niveles de apoptosis en las 
etapas iniciales de la infección viral [33]. De esta manera, es posible que mediante la inducción 
de apoptosis y la inhibición de la señalización proinflamatoria (represión de la transcripción de 
NF-κB y COX-2), el VHC “asegure” su infección a la vez que inhibe la respuesta inmune antiviral. 
El VHC, a través de la proteína core, regula la expresión de COX-2 por mecanismos 
epigenéticos y no requiere la presencia del sitio de unión de NF-κB (Figura 23). Los 
experimentos de ChIP muestran como la proteína core y la infección por el VHC producen el 
silenciamiento epigenético del promotor del gen COX-2 mediante la reducción en el 
reclutamiento de la proteína AURKB al promotor y la disminución de los niveles de H3Ser10ph, 
hecho que podría deberse a la interacción física que la proteína viral core establece con la 
AURKB de la célula huésped (Figura 24). En este contexto, la inhibición de la actividad de 
AURKB podría interpretarse como un mecanismo viral para inhibir la transcripción génica de 
genes proinflamatorios, ya que la sobreexpresión de la AURKB revierte el efecto inhibitorio 
mediado por el VHC y por core en la transcripción de ambos genes, NF-κB y COX-2. Estos 
resultados coinciden con lo ya descrito previamente en otros estudios que demuestran como 
la AURKB no solo desempeña su función en mitosis, sino que también puede jugar un papel 
como regulador de la transcripción [100-102]. La supresión de la AURKB mediante ensayos de 
siRNA o la inhibición de su actividad usando el inhibidor ZM447439, también provoca la 





21 B,C y 22 C). Estos resultados sugieren un efecto regulador positivo de la AURKB en la 
transcripción de los genes NF-κB y COX-2. Este punto debe ser tomado en consideración para 
futuros estudios. 
Varios trabajos han enfatizado la relación existente entre la infección viral y la tasa de 
replicación con la respuesta inflamatoria, donde la activación de la vía NF-NB es esencial para 
contrarrestar numerosas infecciones bacterianas y víricas, la provocada por el VHC entre ellas 
[33, 40, 125]. Si la sobreexpresión de AURKB tiene la capacidad de reactivar la vía 
proinflamatoria y disminuir la infectividad específica del VHC (Figuras 21 D y 22 D), la 
inhibición en la actividad de la AURKB mediada por core podría ser un mecanismo para 
aumentar la infectividad del VHC, como demostramos mediante el silenciamiento de la AURKB 
(Figura 25). Apoyando nuestros resultados, se ha demostrado la interacción física y funcional 
de AURKB y AURKA con IKKβ e IKKα conduciendo a la activación de NF-NB en mieloma múltiple 
[126]. Por otro lado, numerosas publicaciones subrayan la importancia de otras actividades 
epigenéticas como moduladoras de la infectividad viral, DNMT1 y 3B en el caso del VHC  [127] 
y CBP/p300 en el caso del adenovirus [128]. 
Un aspecto especialmente importante es el análisis de la evolución de la regulación 
epigenética de las histonas en un sistema dinámico que pueda simular la situación real del 
hígado infectado: un órgano en el que el virus durante largos periodos de tiempo se va 
adaptando al tejido del huésped tras ciclos sucesivos de replicación/selección. Para ello, se 
utilizó el sistema de selección por pases sucesivos de un clon infeccioso en un sistema celular, 
la línea celular HuH7.5, que no coevoluciona simultáneamente, observándose un incremento 
del fitness viral, especialmente evidente tras 200 pases de infección [12]. Cabe destacar que, 
en paralelo al incremento del fitness viral, en esta tesis hemos observado que se producía 
también un aumento en la inhibición de los niveles de H3Ser10ph y de la expresión de AURKB. 
Una posible explicación de esta asociación podría ser la existencia de diferencias entre dichas 
variantes del clon infeccioso a nivel de replicación y, en consecuencia, del número de 
partículas virales; o bien al hecho de que durante la infección viral, el virus utiliza la maquinaria 
celular de traducción de proteínas, de manera que se produce un aumento en la síntesis de las 
proteínas virales en detrimento de la síntesis de proteínas necesarias para la célula [12]. 
Además, el background genético de los pases virales se va modificando y divergiendo en cepas 
caracterizadas por un aumento de la capacidad citopática y unos viriones con mayor densidad 
[12], lo cual podría explicar el efecto más exacerbado del VHC-p200 en nuestras células. 
Apoyando estas explicaciones, cuando se compararon los niveles de inhibición de la 




vector de expresión de la proteína del core, del mismo genotipo (VHC-2a) que el clon 
infeccioso, se confirmó que el grado de modificación de la histona se asociaba a una mayor 
expresión de la proteína del core (Figura 14 D), sugiriendo que el efecto dependía del nivel de 
expresión de la proteína viral. No obstante, para confirmar estos resultados sería necesario 
sobreexpresar cantidades crecientes de proteína core 2a en células HuH7.5 y cuantificar los 
niveles de H3Ser10ph.  Otro efecto a tener en cuenta es la evolución de la proteína del core 
viral durante el proceso de selección de variantes en los sucesivos pases. Dado que el efecto 
observado se regula a través de una interacción directa con la actividad AURKB, no se puede 
descartar que las nuevas variantes presenten una capacidad de interacción diferente.  
Asimismo, hemos observado que el VHC es capaz incluso de inhibir los niveles globales de 
expresión de la proteína AURKB cuando analizamos sus niveles a mayor tiempo de infección 
(96 horas en el virus VHC-p0 de menor fitness) o tras la infección con virus de mayor fitness, 
VHC-p200 (Figura 30). Estos resultados parecen indicar que estadios de infección baja podrían 
dar lugar a la represión de la actividad quinasa y que la inhibición de su expresión sería 
directamente proporcional al número de partículas virales, ya que los pases virales difieren 
entre sí por un aumento en la capacidad replicativa del virus. Sería interesante establecer el 
origen de las diferencias, utilizando para ello virus con un fitness replicativo elevado a una MOI 
inferior con el fin de igualar el número de partículas virales en el momento de preparación de 
los extractos. Otra posibilidad es que el VHC tuviera un papel relevante en la regulación de la 
expresión del gen AURKB, aunque para demostrar esta hipótesis sería necesario analizar sus 
niveles de mRNA mediante qRT-PCR en células infectadas con los distintos clones, VHC-p0 y 
VHC-p200, a partir de 72h de infección. En cualquier caso, el modelo utilizado de pases 
sucesivos en sistemas de cultivo in vitro es únicamente una aproximación experimental, y 
obviamente la confirmación de esta asociación entre fitness viral y regulación epigenética 
requiere la confirmación en sistemas in vivo. En este sentido, sería de especial utilidad el 
análisis de muestras secuenciales de tejido hepático de pacientes infectados, tomadas en fases 
iniciales de la infección y tras años de progresión. Sin embargo, dado que la práctica de la 
biopsia hepática es un proceso clínicamente invasivo, desde que se dispone de técnicas de 
elastometría para evaluar el grado de fibrosis hepática es éticamente inaceptable la realización 
de este tipo de estudios, considerando además que al inicio de esta tesis no se disponía de 
evidencias que sugirieran su realización.  
Nuestros datos muestran que la AURKB juega un papel relevante en la infectividad viral 
(Figura 25), y que su interacción con la proteína core parece ser importante en la regulación de 
genes relacionados con la respuesta inflamatoria. Además, debido a que la interacción directa 





gen AURKB puedan tener alguna relación con la evolución de la enfermedad hepática y la 
progresión de la fibrosis en estos pacientes. En la cohorte analizada, hemos descrito la 
asociación estadísticamente significativa de los polimorfismos rs2241909 y rs1059476 -
presentes en la región codificante del gen AURKB- donde la presencia de los alelos C y T 
respectivamente se asocia con estadios de la enfermedad más avanzados (Figuras 37-38), 
especialmente en determinados rangos de edad (Figuras 40-41). Sin embargo, a la hora de 
interpretar los resultados de asociación entre distribución alélica y progresión de la 
enfermedad, hay que tener en cuenta que la cirrosis es el estadio final de la enfermedad 
hepática crónica, por lo que, de manera general, si el estímulo que produce el daño hepático 
continúa presente, se va a producir un daño cada vez mayor hasta llegar a las formas de 
fibrosis más graves. En este sentido, la edad de los pacientes y el tiempo de infección se 
asocian con un riesgo mayor de desarrollar cirrosis, tal como se confirma en nuestra cohorte 
de pacientes (Figura 36). Dado que el tiempo de infección de nuestros pacientes es en término 
medio bastante prolongado, el efecto que pudieran tener los diferentes polimorfismos sobre 
la potenciación del desarrollo de fibrosis podría quedar enmascarado por la progresión de la 
enfermedad debido al tiempo de infección, incluso en pacientes con menor propensión. En 
este sentido, el análisis de la distribución alélica de las posiciones de interés y su correlación 
con el tiempo de desarrollo de las fases más avanzadas de fibrosis en cada paciente podría 
determinar de una forma más clara esta asociación. Sin embargo, en la práctica real, el tiempo 
de infección es un dato clínico de muy difícil obtención. En este sentido, en nuestra cohorte de 
pacientes únicamente se dispuso de información clínica de calidad suficiente para estimar el 
tiempo de desarrollo de cirrosis en 67 (15%) de los pacientes. Por ello, en esta tesis hemos 
planteado una aproximación consistente en la estratificación del análisis en diferentes grupos 
de edad, asumiendo que el grupo de pacientes con fibrosis avanzada y/o cirrosis de edad más 
joven estaría constituido por progresores rápidos, en los que pueden darse alguna 
predisposición genética, con respecto a este mismo tipo de pacientes con edades más 
elevadas. 
Al analizar la población así estratificada se observó que la correlación entre la distribución 
alélica de los polimorfismos de AURKB y el desarrollo de fibrosis avanzada y/o cirrosis se hacía 
estadísticamente más significativa cuando el límite de edad de la población analizada se iba 
haciendo más bajo (Figura 40). Esta tendencia que alcanza su mayor significación para la 
población de edad inferior a 65 años se pierde finalmente al analizar la población más joven 
(inferior a 55 años) debido a una disminución considerable del tamaño muestral. El análisis de 




especialmente en los que habían desarrollado cirrosis, reflejó asimismo diferencias entre los 
distintos alelos, con asociación de la progresión rápida a la presencia de alelo T en la posición 
rs1059476. Evidentemente, este análisis tiene un valor aproximativo, y para confirmar si 
realmente el desarrollo rápido de formas avanzadas de fibrosis y/o cirrosis se puede asociar, 
entre otros, a la distribución alélica de los polimorfismos de AURKB se requeriría una población 
más amplia en la que se dispusiera de datos más fiables del tiempo de infección.  
Aún no hemos analizado si la presencia de los SNPs de AURKB es también relevante en 
pacientes que desarrollan CHC frente a aquellos que, tras largos años de infección, no 
desarrollan CHC. Desde un punto de vista clínico se considera que el potencial oncogénico de 
CHC está relacionado con la evolución de la fibrosis, por lo que cabría esperar que pacientes 
con una mayor predisposición a desarrollar cirrosis también tuvieran una mayor predisposición 
a desarrollar CHC. No obstante, si las diferentes variantes de AURKB pueden utilizarse como 
potenciales marcadores de CHC está aún por demostrar.  
Apoyando los datos clínicos obtenidos, se confirmó la existencia de diferencias en la 
actividad quinasa y en los niveles de interacción con la proteína core viral entre las diferentes 
variantes alélicas de AURKB en ensayos in vitro (Figura 43). Así, la variante alélica C del 
polimorfismo rs1059476, más prevalente en pacientes no cirróticos, caracterizada por un 
cambio de metionina a treonina en la secuencia aminoacídica, se asocia a una mayor actividad 
quinasa. Esta diferencia se explicaría porque el cambio de aminoácido podría afectar a la 
conformación tridimensional final del dominio catalítico de la proteína; o bien podría indicar 
que la treonina en la posición 298 puede ser un nuevo sitio de fosforilación de AURKB 
necesario para su actividad quinasa, pero fuera del sitio catalítico descrito hasta el momento. 
En este sentido, se ha descrito la existencia de un sitio de fosforilación adicional en la posición 
331 correspondiente a una serina, cuya fosforilación es esencial para la completa activación de 
AURKB [82]. Asimismo, se observó una diferencia entre ambas variantes a nivel de interacción 
con la proteína del core, que justificaría un diferente comportamiento durante la infección 
viral. Dado que la modificación del aminoácido queda fuera de la región de interacción entre la 
proteína del core y la AURKB en base a los experimentos de mapeo realizados en esta tesis, las 
diferencias de interacción podrían explicarse posiblemente por cambios en la conformación de 
la proteína.  
Otro aspecto interesante es el papel regulador de la transcripción de AURKB, tras la 
sobreexpresión de las variantes para rs1059476 (AURKB C/C y AURKB C/T). Ambas variantes, 
fueron capaces de revertir el efecto inhibidor de core en la regulación de COX-2 y NF-NB, 
aunque el efecto de la variante AURKB C/T fue menor en la reactivación de la expresión de NF-





la actividad quinasa de la variante AURKB C/T, esta es suficiente para mantener los niveles de 
fosforilación de la histona H3. La marca epignética H3Ser10ph es un regulador positivo de la 
transcripción [129], por lo que los niveles observados en el ensayo quinasa pueden ser 
suficientes para revertir el efecto de core. 
Más difíciles de explicar son las diferencias observadas entre las variantes alélicas 
sinónimas de la posición rs2241909, de la que existen, además de nuestros resultados, 
evidencias previas de su importancia funcional y su asociación con diversos tipos de cáncer 
[68, 84]. Sin embargo, los análisis estructurales de esta variante no parecen indicar una 
relación con cambios en la estructura secundaria del mRNA ni la creación de sitios de splicing 
alternativo, por lo que algunos estudios [68, 84] señalan que el efecto de rs2241909 podría 
deberse al linkage de este SNP con otra variante funcional del gen AURKB.  
En este sentido, la unión de factores de transcripción a secuencias de DNA les confiere 
propiedades como reguladores de la expresión génica y de diversas funciones celulares. La 
presencia de SNPs que afectan a las secuencias de unión para estos factores podría alterar la 
transcripción afectando la expresión de determinados genes que, en última instancia, podrían 
condicionar el curso de una enfermedad [86]. Aunque los SNPs de AURKB no están en la región 
promotora, hemos analizado mediante análisis in silico los posibles factores de transcripción 
que podrían unirse a la secuencia del DNA donde se localizan el rs2241909 y el rs1059476 
(Tabla 5). En el caso de rs2241909 hemos descrito como en presencia del alelo C, la secuencia 
es reconocida por los factores de transcripción: PAX-5, P53, STAT4, ETS-1 y ELK-1; mientras que 
en presencia del alelo T, se pierde la secuencia de reconocimiento de los 3 últimos. STAT4 
(transductor de la señal y activador de la transcripción 4) es un factor de transcripción 
relacionado con inflamación, participando en la activación de IFN-J, fibrogénesis y respuesta 
antiviral en patologías crónicas del hígado como la infección por VHC [130]; ETS-1 es un factor 
de transcripción importante durante el desarrollo de las células madre, senescencia celular y 
tumorogénesis, interviene también en la fibrosis hepática al jugar un papel en la regulación de 
la expresión de MMP-1 [131]; ELK-1 (proteína con dominio ETC) es un activador transcripcional 
con importancia también en numerosos procesos celulares, entre ellos en cáncer y 
regeneración de hepatocitos [132, 133]. Por otro lado, en el caso de rs1059476, en presencia 
del alelo T, la secuencia es reconocida por el factor YY1, mientras que, en presencia de C, este 
factor de transcripción deja de reconocer dicha secuencia. Se ha descrito que AURKB 
interacciona directamente con YY1 y lo fosforila en el residuo de Ser184, localizado en el 
dominio regulador afectando así a su capacidad de unión al DNA. De esta manera, se ha 




aquellos genes regulados por la unión del factor de transcripción YY1 [134], cuya depleción 
está asociado con un retraso en la progresión del ciclo y la proliferación celulares, y produce 
acumulación de células polinucleadas con defectos en la citocinesis [135]. Hasta el momento 
no hemos confirmado si las secuencias génicas de AURKB donde se encuentras los sitios 
potenciales de unión de estos factores de transcripción (STAT4, ETS-1, ELK-1, YY1) unen estos 
factores afectando a la regulación de la expresión de AURKB u otros genes [136, 137]. Ya que 
algunos de estos factores participan en el proceso de fibrosis y regeneración hepática, la 
pérdida de las secuencias de interacción en la secuencia génica de AURKB podría 
indirectamente afectar a procesos relacionados con el desarrollo de fibrosis y/o cirrosis.  
Por otro lado, AURKB no solo fosforila a la histona H3: otros sustratos son factores de 
transcripción o importantes reguladores del ciclo celular, como el factor p53 y la proteína RB. 
AURKB fosforila a p53 en múltiples sitios dentro de su dominio de unión al DNA afectando por 
tanto a su actividad transcripcional [138, 139]. Por lo tanto, sería interesante analizar la 
fosforilación de estos sustratos e incluso del factor YY1 en presencia de las diferentes variantes 
alélicas de AURKB.  
La expresión aberrante de AURKB en CHC está asociada con una mayor invasividad y 
desarrollo de metástasis intrahepáticas, dando lugar a inestabilidad cromosómica y a la 
desregulación de genes supresores de tumores y oncogenes [74]. Uno de los resultados más 
relevantes de nuestro estudio es que la AURKB es diana del VHC en el proceso de infección. Se 
sabe que la ausencia o desregulación de la AURKB puede dar lugar a inestabilidad 
cromosómica y a la aparición de aneuploidías [68, 71]. De hecho, nuestros experimentos 
muestran un aumento de células aneuploides en aquellos cultivos infectados con el VHC. 
Algunas de estas células podrían sobrevivir generando clones malignos con información 
genética defectuosa, por lo que una progresión aberrante en mitosis podría ser un paso 
importante en el proceso de carcinogénesis [7, 140]. Por ello, es posible que la disminución de 
la actividad de AURKB que observamos en presencia de la proteína viral core pueda ser la 
causa de la alteración en el ciclo celular que se ha observado en la literatura [66, 141]. Cabe 
mencionar también, que el potencial oncogénico del virus Epstein-Barr se ha relacionado con 
la actividad de la AURKB, aunque los mecanismos moleculares que rigen esta relación son 
diferentes a los mecanismos identificados hasta ahora en nuestro estudio [142]. 
Otra diferencia funcional que hemos observado mediante ensayos de 
inmunofluorescencia (Figura 45) es que la sobreexpresión de la variante AURKB C/T (alelo T en 
rs1059476) producía una disminución significativa en el índice de mitosis con respecto al índice 
de mitosis observado en las células que sobreexpresan la variante polimórfica AURKB C/C 





2011 [82]. Analizamos también el efecto de ambos clones para la posición rs1059476 sobre la 
proliferación celular, la cual fue similar en presencia de ambos polimorfismos. Curiosamente, 
aunque la variante AURKB C/T provocó una inhibición mayor en la proliferación en los niveles 
basales, en células que sobreexpresaban la proteína core junto con dicha variante polimórfica 
observamos un aumento significativo de la proliferación.  
Se ha descrito que el complejo ESCRT-III juega un papel importante en el proceso de 
abscisión que tiene lugar durante la citocinesis. Una de sus subunidades, la proteína CHMP4C, 
está implicada en el timing de esta abscisión [79, 80]. Petsalaki E et al., 2011 [82] han 
demostrado cómo la fosforilación de AURKB en la serina 331 es necesaria para la fosforilación 
de la CHMP4C, evento necesario para la regulación de la abscisión. La depleción de CHMP4C 
da lugar a células multinucleadas o células poliploides. En nuestras células, la sobreexpresión 
de las variantes de rs1059476 (AURKB C/C y AURKB C/T) muestran una expresión similar de 
AURKB en el anillo de abscisión y, aunque hemos demostrado que ambas variantes 
interaccionan por igual con la proteína CHMP4C, es posible que la variante AURKB C/T haya 
perdido la capacidad de fosforilar a CHMP4C, produciéndose anomalías durante la citocinesis 
que pueden explicar la alteración en el índice de mitosis observado en presencia de la misma.  
Por otro lado, no sabemos si la proteína core tiene algún efecto en el proceso de 
citocinesis, pero si se ha descrito que inhibe el punto de control de mitosis reduciendo la 
transcripción de la proteína RB, aumentando la expresión del factor de transcripción E2F2 y la 
proteína MAD2 (proteína de deficiencia de arresto mitótico 2) e incrementando el número de 
células poliploides [143]. Es posible que ambas proteínas, la variante AURKB C/T y la proteína 
core cooperen contribuyendo de esta forma a la transformación celular, conduciendo al 
desarrollo de cirrosis y, en última instancia, a CHC. Por otro lado, y ya que hemos observado 
que AURKB afecta a la infectividad viral, sería interesante determinar si la sobreexpresión de 
las dos variantes polimórficas para la posición rs1059476 de la AURKB afectan a la infectividad 
viral de distinta manera al establecer la interacción con core de manera diferencial.  
Los experimentos realizados hasta el momento no nos han dado una respuesta concreta 
sobre el mecanismo de acción del SNPs rs1059476 de AURKB que puedan explicar los 
resultados obtenidos in vivo en pacientes con hepatitis C crónica en diferentes estadios de 
fibrosis hepática. La generación mediante la técnica de CRISPR/Cas9 de dos líneas celulares 
completamente idénticas a excepción de la posición rs1059476, así como el análisis por RNA-
seq de ambas líneas, podría contribuir a la determinación de la expresión diferencial de genes 




 La aparición de los nuevos tratamientos, antivirales de acción directa o DAAs, ha 
revolucionado el tratamiento de la hepatitis C crónica, puesto que las tasas de RVS superan el 
95% con un tiempo de tratamiento menor y muchos menos efectos secundarios que los 
tratamientos previos de IFN-Jy RBV. En los últimos dos años se ha suscitado una controversia 
sobre la posibilidad de que el tratamiento antiviral con DAAs se pueda asociar con una mayor 
incidencia de recidiva tumoral en pacientes con hepatitis C crónica e historia de CHC. Algunos 
estudios [88, 91] han descrito una elevada tasa de recurrencia de CHC, de en torno a un 25% 
en pacientes que habían conseguido una cura virológica tras el tratamiento. Los datos son 
contradictorios, y mientras que algunos grupos sugieren dicha asociación, otros trabajos no 
llegan a encontrar significación en los resultados. En cualquier caso, el debate ha introducido 
un factor de prudencia en la prescripción del tratamiento antiviral con DAAs en pacientes con 
CHC. Poco se sabe sobre las posibles causas que podrían estar relacionadas con una recidiva 
tumoral tras el tratamiento. La infección por VHC activa la respuesta inmune intrahepática, 
dando lugar a la expresión de genes estimulados por IFN y a la activación de células NK. Una 
posible hipótesis para explicar la recurrencia de CHC tras el tratamiento con DAAs es la de que 
el descenso tan rápido y profundo en la carga viral del VHC inducida por el uso de DAAs va a 
provocar una desregulación en la respuesta antitumoral, y este cambio inmune podría 
favorecer el crecimiento de lesiones precancerosas preexistentes [88]; sin embargo, también 
podría ser consecuencia de alteraciones en el patrón epigenético de las células. 
Ya que habíamos observado que el VHC afecta a los niveles globales de H3Ser10ph y a la 
actividad y expresión de AURKB era interesante analizar si dichos efectos se mantenían tras el 
tratamiento con los DAAs. Los datos obtenidos a través del estudio del título viral, de la 
cantidad de RNA intracelular y de la expresión de proteína, en células HuH7.5 infectadas con 
virus de diferentes fitness VHC-0 y VHC-p200 y tratadas en diferentes tiempos con DAAs, 
muestran que los DAAs son capaces de producir la eliminación del título viral tras 24 horas de 
tratamiento (96 horas post-infección) y de disminuir la cantidad de RNA intracelular de forma 
significativa (Figura 28). Esto conduce a una reversión de la disminución en los niveles de 
H3Ser10ph, aunque en el caso de las células infectadas con VHC-p200 no fue completa incluso 
tras 72 horas de tratamiento, donde se seguían observando RNAs intracelulares remanentes y 
cantidades apreciables de las proteínas virales core y NS5A (Figuras 27-29). Estos resultados 
estarían en relación con la estabilidad de las proteínas virales [144] más que con la 
importancia del fitness viral en la resistencia a los DAAs. El elevado fitness replicativo como 
nuevo mecanismo de resistencia ha sido demostrado en cultivos celulares [103, 104]. No 
obstante, en nuestros experimentos, este RNA intracelular se trata de un RNA residual sin 





nuestro sistema experimental para determinar la infectividad de los RNAs remanentes, 
observándose como tras la segunda división, estos RNAs desaparecen totalmente sin la 
necesidad de volver a añadir de nuevo la combinación de DAAs (Figura 33). De la misma 
manera, desaparece también la expresión residual de las proteínas virales NS5A y core.  
Cabe destacar que los niveles de H3Ser10ph observados para las células tratadas a las 144 
horas son mucho mayores que los niveles basales a las 312 horas. La marca H3Ser10ph es una 
marca epigenética dinámica que también está asociada a la división celular [77], y sus niveles 
de expresión pueden verse modificados por el momento del ciclo celular en el que se 
encuentren las células, ya que la densidad a la que se sembraron las células no fue la misma 
que la que se utilizó al inicio de los experimentos. 
En nuestros experimentos, el tratamiento con DAAs consiguió revertir los niveles de 
AURKB basales, en concordancia con los resultados observados para la H3Ser10ph (Figura 30). 
Cabe destacar como en presencia de los DAAs, en células sin VHC, se produce un aumento 
sobre los niveles basales de la quinasa. Este hecho tiene importancia, pues se ha descrito en 
CHC una sobreexpresión de la AURKB como consecuencia de la hipometilación de su promotor 
[145], por lo que la desregulación en la expresión del gen AURKB podría tener relación con la 
tasa de recurrencia de CHC observada en pacientes tratados con DAAs [88]. 
Se sabe que los altos niveles de HDAC1 se correlacionan con un fenotipo maligno y un 
peor pronóstico en CHC [50] y que en pacientes con CHC derivado de la infección por VHC, la 
expresión de genes supresores de tumores está inhibida por metilación del DNA a través de un 
aumento en la expresión de DNMT1 y DNMT3 mediado por la proteína del core [109]. Por ello, 
nos planteamos analizar si tras el tratamiento con DAAs se producían alteraciones en estas 
actividades enzimáticas. Estos experimentos (Figura 32) muestran como la infección por el 
VHC tiende a aumentar la expresión de la HDAC1. De la misma forma observamos una 
tendencia al aumento en los niveles de DNMT1 y DNMT3A, aumento significativo tan solo en el 
caso la DNMT3a con el VHC-p0. Curiosamente, el tratamiento con DAAs, en lugar de revertir el 
efecto provocado por el virus en estos casos, incrementa su efecto sobre las mismas. Para 
obtener resultados más consistentes, será necesario realizar más experimentos en el futuro, 
así como analizar los niveles de expresión de estas actividades enzimáticas mediante qRT-PCR. 
Cabe destacar que el efecto del tratamiento sobre los niveles basales de las actividades 
enzimáticas AURKB y DNMT1 podrían indicar que el tratamiento con DAAs posee un efecto 
epigenético per se en nuestras células.  
En resumen, durante los últimos años se ha demostrado que la epigenética juega un 




carcinogénesis [47]. Nuestros resultados demuestran que la infección por VHC afecta a 
actividades como la AURKB, que regula importantes procesos durante la división celular y que 
podría tener un papel adicional en la regulación de genes relacionados con inflamación. La 
inhibición de la actividad quinasa de AURKB podría ser un mecanismo por el que VHC favorece 
su infectividad, mientras que AURKB inhibiría este efecto actuando como mecanismo de 
defensa de la célula huésped frente a la infección viral. En este sentido, variantes genéticas de 
la AURKB que difieren en su actividad quinasa y en el grado de interacción con la proteína viral 
core parecen ser importantes en la evolución de la enfermedad hepática observada en 
pacientes con hepatitis C crónica. El tratamiento de la hepatitis C con DAAs revierte los 
cambios epigenéticos inducidos por el VHC; sin embargo, los niveles de AURKB podrían 
elevarse por encima de los niveles basales de las células sin infectar tras el tratamiento con la 
combinación de DAAs utilizada en nuestro estudio en un sistema in vitro, lo cual podría tener 











1. El VHC produce cambios postraduccionales en las histonas, concretamente inhibe los 
niveles globales de fosforilación del residuo de serina 10 en la histona H3, tanto en células 
humanas de carcinoma hepatocelular HuH7.5 como en cultivos primarios de hepatocitos 
humanos.  
 
2. La inhibición de esta marca epigenética por el VHC es mediada través de la proteína core, 
aunque otras proteínas del virus podrían contribuir a este efecto.  
 
3. La infección por el VHC inhibe la actividad quinasa de la AURKB mediante la interacción 
directa de la región carboxi terminal de la proteína core con el dominio catalítico de la 
proteína AURKB. 
 
4. La evolución del VHC, reflejada por un mayor tiempo de infección o por la infección con 
virus de mayor fitness replicativo, no solo afecta a la actividad de la AURKB, sino también a 
sus niveles de expresión. 
 
5. La inhibición de la actividad de AURKB provocada por la infección por el VHC o por la 
expresión de la proteína core inhiben la expresión de NF-NB y COX-2, genes implicados en la 
respuesta proinflamatoria. 
 
6. La inhibición de la actividad de AURKB por la infección por el VHC aumenta la infectividad 
viral, mientras que su sobreexpresión inhibe la infectividad del VHC. 
 
7. El tratamiento con DAAs, aunque revierte el efecto inhibitorio mediado por VHC en los 
niveles de H3Ser10ph y en la expresión de la AURKB, aumenta per se los niveles de 
expresión de AURKB.  
 
8. La presencia del alelo C en la posición rs1059476 y el alelo T en rs2241909 en el gen de 
AURKB parecen tener un efecto protector en la progresión de la fibrosis hepática de 
pacientes con hepatitis C crónica. Por el contrario, la presencia del alelo T en la posición 
rs1059476 está asociado a un estadio de fibrosis mayor y al desarrollo de cirrosis. La 
presencia del alelo T conlleva una disminución en la actividad quinasa de AURKB y una 
menor interacción con la proteína viral core.  
 
9. SNPs de AURKB podrían tener valor clínico como marcador pronóstico de progresión de 
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Background & Aims: Chronic hepatitis C is a leading cause of
chronic liver disease, cirrhosis and hepatocellular carcinoma.
DNA methylation and histone covalent modifications constitute
crucial mechanisms of genomic instability in human disease,
including liver fibrosis and hepatocellular carcinoma. The present
work studies the consequences of HCV-induced histone modifica-
tions in early stages of infection.
Methods: Human primary hepatocytes and HuH7.5 cells were
transiently transfected with the core protein of hepatitis C virus
(HCV) genotypes 1a, 1b, and 2a. Infectious genotype 2a HCV in
culture was also used.
Results:We show that HCV and core protein inhibit the phos-
phorylation of Serine 10 in histone 3. The inhibition is due to
the direct interaction between HCV core and Aurora B kinase
(AURKB) that results in a decrease of AURKB activity. HCV and
core significantly downregulate NF-jB and COX-2 transcription,
two proteins with anti-apoptotic and proliferative effects impli-
cated in the control of the inflammatory response. AURKB deple-
tion reduced HCV and core repression of NF-jB and COX-2 gene
transcription and AURKB overexpression reversed the viral effect.
AURKB abrogation increased HCV specific infectivity which was
decreased when AURKB was overexpressed.
Conclusions: The core-mediated decrease of AURKB activity may
play a role in the inflammatory pathway during the initial steps
of viral infection, while ensuring HCV infectivity.
! 2015 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.
Introduction
Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is a leading cause of pro-
gression of liver fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC) by mechanisms which are not fully understood. In recent
years the role of epigenetic processes on gene expression related
to fibrosis and carcinogenesis has been demonstrated
[4,20,23,36]. These epigenetic changes are regulated by enzy-
matic activities such as DNA methyltransferases, histone acetyl-
transferases, methylases and kinases, among others [29].
Ser10 and Ser28 phosphorylation in histone H3 is induced by
Aurora B kinase (AURKB) [13]. This kinase belongs to the Aurora
family of Ser/Thr kinases, and defects in function and expression
have been linked to tumorigenesis [11]. AURKB, together with
Aurora A kinase (AURKA) have been found to be overexpressed
in human cancers, including HCC, and several AURK inhibitors
have been designed as potential anticancer molecules [19].
The role of AURKB in HCV-related disease progression has not
been investigated. HCV infection has been shown to cause over-
expression of protein phosphatase 2A (PP2A) [8], which poten-
tially can produce acetylation and methylation of histone 4 and
phosphorylation of histone 2AX [9]. A reduction of Ser10 histone
H3 phosphorylation associated with cell cycle arrest has been
reported in hepatoma cells infected with HCV [18], although
the underlying mechanism has not been described.
The HCV core protein is the major component of the viral
nucleocapsid and has been implicated in multiple functions, such
as cellular proliferation and transformation, transcription regula-
tion, cell cycle modulation, and apoptosis [26]. Therefore, it is a
good candidate to mediate epigenetic changes induced by HCV
infection.
Herein we report the impact of HCV in some epigenetic mod-
ifications of primary hepatocytes and hepatoma cells in culture.
We show that inhibition of AURKB activity by HCV infection is
associated with histone modifications and that the viral core pro-
tein is sufficient to trigger this effect. At the same time, HCV reg-
ulates pro-inflammatory response through the downregulation of
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nuclear factor-jB (NF-jB) and cycloxygenase-2 (COX-2) gene
expression. Both proteins are critical mediators of inducible gene
transcription involved in innate immunity [1]. Implications for
liver disease and HCV survival are discussed.
Materials and methods
Cell culture and transfections
Human primary hepatocytes were prepared from liver biopsies of two patients
submitted to a surgical resection for liver tumors (with the patients’ written con-
sent). Hepatocytes were isolated using the two step collagenase procedure [32].
HuH7.5 cells were cultured as previously described [30]. The complete coding
regions of the core and NS5A HCV proteins of genotypes 1a, 1b, and 2a (clones
H77, Con1, and Jc1 respectively, courtesy of Professor Charles Rice) were trans-
ferred to the pCMV expression vector (Clontech Laboratories, Inc); the integrity
and orientation of the coding regions was confirmed by sequence analysis.
Cells were transfected using FuGeneHD (Promega). When indicated, the
AURKB inhibitor ZM-447439 (2 lM) (Tocris) was added 30 min after transfection.
The following amounts of plasmid were used per well (60 mm): NF-jB-luc
(0.25 lg) or COX-2-luc (0.25 lg) + pTK-Ren (renilla) (0.01 lg), together with
pCMV0 (1 lg) or pCMV-core (1a, 1b, or 2a) (1 lg) or pCMV-NS5A (1a, 1b, or
2a) (1 lg). pcDNA3-FLAG-AURKB (1–5 lg) were used in the indicated experi-
ments. Protein expression was monitored by Western blot assays and quantitated
by densitometry. Luciferase and renilla activities were assayed with a dual luci-
ferase assay system after 72 h of transfection (Promega). Most of the experiments
were repeated at least three times in duplicate, and all data are presented as the
mean of at least six determinations ± S.D.
HCV infection
The HCVcc virus stock was produced in HuH7.5 cells as previously described
[30,33]. HuH7.5 reporter cells were infected with HCVcc at a multiplicity of infec-
tion (MOI) of 0.03 TCID50/cell. Extracellular virus titers were determined as
described [30]. All the experiments were processed 72 h after HCV infection,
unless indicated in the figure legends. Under these conditions 80–90% of the cells
were infected as determined by live imaging [16].
RNA interference
AURKB siRNAs (50 or 100 nM, Dharmacon) were transfected with FuGeneHD
(Promega). At 72 h post-transfection, the cells were harvested. AURKB mRNA
and protein levels were determined by qRT-PCR and Western blot, respectively.
Immunoprecipitation and Western blot
Western blot assays were performed as previously described [38]. The following
antibodies were used: anti-H3Ser10ph, anti-H3 (Upstate Biotechnology),
anti-AURKB (Abcam), anti-phosphorylated Aurora-BpT232 (Rockland),
anti-H3K9me2, anti-H3K9me3, anti-H3K4me3 (Upstate Biotechnology) anti-Hep
cAg (1868) (Santa Cruz Biotechnologies, CA), anti-NS5A (9E10, courtesy of
Professor Charles Rice) and anti-HA (Sigma). 5–30 lg of total protein was used
in Western blot assays depending on the antibody used. b-actin, GAPDH or H3
levels were used as loading control in Western blot assays.
For IP, HuH7.5 cells were transfected with core and 72 h later, cells were
lysed in buffer B [38]. 2 mg of cell extracts were pre-cleared for 2 h with 40 ll
of protein A agarose beads and incubated overnight with 60 ll of protein A agar-
ose beads previously coupled with 2 lg of the specific antibody or rabbit IgG. The
immunoprecipitated proteins and 20 lg of total extract (input control) were anal-
ysed by Western blot using the antibodies indicated in each figure.
Chromatin immunoprecipitation
Chromatin IP (ChIP) was performed as described in The Chromatin
Immunoprecipitation Assay kit (Upstate, Cat. 17-295). Sonication was carried
out using a Bioruptor UCD-200TM (Diagenode) following the manufacturer’s
instructions. IP was quantified by real-time PCR and the Ct values of the target
sequences in the immunoprecipitate were calculated in relation to the input
(INP) fractions by the comparative Ct method using the equation
2![Ct(IP)!Ct(INP)]. Primers are described in Supplementary Table 1.
Metabolic activity and cell viability studies
At 24, 48, 96, and 144 h post-infection cells were incubated with MTT (3-(4,5-d
imethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (final concentration
0.2 mg/ml) at 37 "C for 3 h and subsequently with 100 ll of DMSO. Absorbance
was measured at 570 nm. Cell proliferation was determined by counting cells
with 0.4% Trypan blue/PBS solution (1:1).
Immunofluorescence and microscopy
Fixed and permeabilized HuH7.5 cells were incubated with anti-H3Ser10ph
(1:100), then with goat-anti-rabbit IgG Alexa-Fluor 488 or 546 (1:200), respec-
tively, for 1 h at 37 "C. Images were captured with Axiophot (Zeiss) microscope
with a Plan-NEOFLUAR 20x. Images were processed with ZEN 2011 software
(Zeiss) and Adobe Photoshop CS.
GST constructions and pull-down assays
pGEX-4T1-AURKB/1-75 and pGEX-4T1-AURKB/1-250 vectors were generated by
PCR from pGEX-4T1-AURKB using primers indicated in Supplementary Table 1.
The PCR products were inserted into pGEX-4T1 vectors. The core coding region
was inserted into the pcDNA3.1HisA vector (Invitrogen) to produce
pcDNA3.1HisA-core. The pcDNA3.1HisA-core/1-122 vector was generated by
PCR from pcDNA3.1HisA-core using primers indicated in Supplementary
Table 1. Recombinant proteins were purified on glutathione–sepharose resin
and analysed by SDS–PAGE. 35S-labelled core and core 1/122 were in vitro trans-
lated with TNT T7 Quick Kit and used in pull-down assays with 0.5 lg of GST0 or
GST-fused proteins as previously described [38].
Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) of cellular mRNAs and viral RNA
DNAse-treated RNA (2 lg), isolated from hepatoma cells using TRI Reagent
(Sigma), was reverse transcribed with the SuperScript™ First Strand Synthesis
System (Invitrogen Life Technologies) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The resulting cDNA template (2 ll) was amplified using the 2x Brilliant
SYBR Green QPCR Kit (Stratagene). Experiments were carried out in triplicate.
Each value was normalized against the GAPDH gene and expressed as relative
RNA abundance over time zero. HCV qRT-PCR was previously described [30].
Primers are described in Supplementary Table 1.
Statistical analysis
Student’s t and Wilcoxon test were performed using the SSC-Stat software (ver-
sion 2.18; University of Reading, Reading, UK) and the IBM SPSS Statistic 19 soft-
ware. The statistical significance of differences between groups was expressed by
asterisks or hashes (*,#, p <0.05; **,##, p <0.01; ***,###, p <0.001).
Results
HCV effect on histone modifications
To determine the possible effect of HCV infection in epigenetic
modifications of the host cells, we first examined histone cova-
lent modifications in human hepatoma HuH7.5 cells infected
with HCV. HCV infection markedly decreased phosphorylation
of Serine 10 in histone H3 (H3Ser10ph), and slightly increased
the di-methylation of Lysine 9 in H3 (H3K9me2); the other epige-
netic markers analysed were not altered (Fig. 1A). To investigate
whether the H3Ser10 phosphorylation was mediated by HCV
proteins, core and NS5A were expressed in HuH7.5 cells.
Expression of the core protein from HCV genotypes 1a, 1b, and
2a (Fig. 1B) inhibited H3Ser10ph, although the decrease was only
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statistically significant for core 1b and core 2a expression.
Expression of the NS5A protein from the same genotypes did
not alter H3Ser10ph (Fig. 1C). Levels of expression of core and
H3Ser10ph in HCV infected and in core 2a transfected HuH7.5
cells were also tested (Supplementary Fig. 1A). In both cases core
expression was sufficient to reduce H3Ser10ph levels. The
decrease in H3Ser10ph was also observed in human primary hep-
atocytes expressing the core protein (Fig. 1D).
Role of AURKB in decreased phosphorylation of H3Ser10 by HCV and
core
AURKB is one of the kinases that phosphorylates Ser10 residue of
H3. Therefore, we tested whether HCV infection modified the
expression of this kinase. Neither HCV nor core altered mRNA
or protein AURKB expression (Fig. 2A and B, respectively). Since
AURKB is active when it is phosphorylated [40], we examined
whether phosphorylation of AURKB in the Thr-232 residue could
be modified by HCV and core. Interestingly, HCV infection and
core protein expression decreased the levels of phosphorylated
AURKB, concomitant with a decrease in phosphorylation of
H3Ser10 (Fig. 2B). Then, the AURKB activity was inhibited by
ZM447439 treatment and the levels of Ser10 phosphorylation
in H3 were determined. As expected, inhibition of AURKB
decreased the levels of H3Ser10ph in uninfected and empty vec-
tor transfected cells, relative to the levels of this marker in
untreated cells (lanes 1-2 and 3-4 in Fig. 2C and lanes 1 and 3
in Fig. 2D). ZM447439 treatment abolished the core-mediated
decrease of phosphorylation of H3Ser10 which were further
reduced by HCV infection (lanes 3 and 4 in Fig. 2D and lanes
3-4 and 7-8 in Fig. 2C). Thus, HCV and its core protein decrease
AURKB activity and reduce H3Ser10ph levels in the host cells.
Interaction between AURKB and HCV core
HCV infection significantly induces the levels of PP2A phos-
phatase [2], an enzyme which dephosphorylates AURKB resulting
in inhibition of its kinase activity [37]. Thus, HCV core might
abolish AURKB activity through PP2A activation. To test this
hypothesis, HuH7.5 cells were treated with the PP2A inhibitor,
okadaic acid. Inactivation of PP2A phosphatase did not abolish
the inhibitory effect of core protein, while in mock infected cells
the levels of Ser10 phosphorylation were increased after treat-
ment with okadaic acid, confirming that inhibition of PP2A acti-
vates AURKB (Supplementary Fig. 1B).
AURKB is also phosphorylated at Ser331 by checkpoint kinase
1 (Chk1), to fully induce AURKB activity in mitosis [31]. In turn,
Chk1 is activated by phosphorylation of Ser317 [7]. Thus, we
tested whether HCV infection regulates Chk1 activity and conse-
quently the AURKB activity. HCV infection decreased the phos-
phorylation of Ser317 in Chk1, while core protein expression in
HuH7.5 cells produced no effect (Supplementary Fig. 1C and D).
Since core protein expression did not regulate Chk1 or PP2A
activities, we analysed whether core interacts with AURKB. In
vitro, pull-down assays indicated that core interacts with
AURKB, an interaction confirmed by co-IP assays using extracts
of HuH7.5 cells previously transfected with HCV core
(Fig. 2E and F). Supplementary Fig. 2 shows that the catalytic
domain of AURKB and the first 122 aa of core are essential to
establish this interaction.
Alteration of cellular proliferation and viability after HCV infection
and core expression
Since AURKB is essential for chromosome stability and cell divi-
sion [12], we investigated the effect of AURKB inhibition induced
by HCV in cell division. Uninfected and HCV infected mitotic cells
were labelled with H3Ser10ph antibody. The number of dividing
cells decreased upon infection by HCV (Fig. 3A). Both infected and
uninfected cells steadily increased the proliferation rate in a sim-
ilar manner up to 72 h post-infection; however, at 144 h
post-infection, HCV infected cultures showed approximately
37% decrease in cell number, as compared to uninfected cells





































































































Fig. 1. HCV infection decreases H3Ser10 phosphorylation. (A) Western blot assays of the levels of H3Ser10ph, H3K9me2, H3K9me3, H3K4me3 and core in HCV infected
cells. H3 antibody represents the loading control. (B) After pCMV0 (M) or pCMV-core expression of different genotypes in HuH7.5 cells, H3Ser10ph levels and core protein
expression were detected by specific antibodies. (C) H3Ser10ph and NS5A levels after expression of CMV-NS5A of different genotypes. (D) H3Ser10ph and core expression
tested in human hepatocytes transfected with core. Band intensities from three different assays were quantified and represented as fold induction relative to the control.
Protein extracts were prepared 72 h after HCV infection or core transfection.
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being metabolically active at least until 144 h post-infection, as
judged by a high metabolic activity at 144 h (Fig. 3C). A similar
effect on cell proliferation a small decrease in viability were
obtained upon expression of HCV core (Fig. 3D and E). The
overexpression of AURKB slightly increased basal HuH7.5 cell
proliferation partially recovered the reduction in cell number
induced by HCV infection (Supplementary Fig. 3B). On the other
hand, ZM447939 treatment, reduced basal HuH7.5 cell prolifera-
tion and further decreased the cell number observed in HCV
infected cells (Supplementary Fig. 3A), indicating that HCV
decreases proliferation by additional mechanism. These results
indicate that the inhibition of AURKB could be one of the mech-
anisms by which HCV decreases cell proliferation and viability.
Effect of HCV and core expression on NF-jB and COX-2
transcriptional regulation
AsHCV replication and core expression produced a decrease in cell
proliferation and viability, it was interesting to analyse whether
the NF-jB pathway was affected. Five hours post-infection,
HuH7.5 cells were transfected with a luciferase reporter plasmid
that contains three copies of NF-jB binding sites (3xNF-jB-luc)
(Fig. 4A). HuH7.5 cells and primary hepatocytes were also trans-
fected with core expression vectors, together with 3xNF-jB-luc
(Fig. 4B). Noteworthy, luciferase reporter activity was lower in
both HCV infected and core expressing cells (Fig. 4A and B). Since
NF-jB is a major anti-apoptotic agent in the liver, levels of the
active truncated and the inactive precursor forms of poly
(ADP-ribose) polymerase (PARP), a specific caspase substrate,were
measured. HCV infection induced PARP cleavage, indicating an
increase in apoptosis with a decrease in NF-jB dependent tran-
scription (Supplementary Fig. 4A).
AURKB presents a role in regulation of transcription by
increasing H3Ser10 phosphorylation. Since core decreases
AURKB activity, it was interesting to investigate whether the
inhibition of AURKB expression abolished core-mediated repres-
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Fig. 2. HCV infection decreases AURKB auto-phosphorylation by direct interaction between core and AURKB. (A) AURKB mRNA levels by qRT-PCR in HCV infected or
core transfected cells for 72 h. (B) Western blot assay of phosphorylated AURKB (pAURKB), total AURKB and H3Ser10ph protein levels in HCV infected and core expressing
cells. (C) NS5A, AURKB, H3Ser10ph and H3 levels in HCV infected cells treated with ZM447439. (D) H3Ser10ph levels after 72 h of core expression and ZM447439 treatment
in HuH7.5 cells. (E) GST-AURKB or GST-0 fusion proteins interaction with S35-labelled core 1b and 2a. (F) 2 mg of protein from core transfected HuH7.5 cells were














































































































Fig. 3. HCV infection decrease cell proliferation and viability. (A) After 72 h of
HCV infection, the total number of cells were labelled with Dapi and the dividing
cells visualised by immunofluorescence staining with H3Ser10ph. 1000 inter-
phase and mitotic cells were counted from three independent experiments and
the mitotic index expressed in percentage was represented. (B and D) The number
of cells per well were counted at indicated times in control cells and HCV infected
or core transfected HuH7.5 cells. (C and E) Optical density at 570 nm obtained by
MTT cleavage in metabolically active HCV infected and core transfected HuH7.5
cells. Statistical analyses were performed from three independent experiments.
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infected with HCV or transfected with core together with siRNA
of AURKB (Fig. 4C). A 60% inhibition of AURKB mRNA and protein
levels (Supplementary Fig. 4B) were sufficient to decrease signif-
icantly the NF-jB basal transcription, resulting in a reduction of
the inhibitory effect of HCV or core on NF-jB transcriptional reg-
ulation (Fig. 4C). Likewise, treatment of HuH7.5 cells with
ZM447439 reduced HCV and core inhibitory regulation of
NF-jB transcription (Fig. 4D).
NF-jB, as well as the COX-2 gene, are involved in inflamma-
tion, anti-apoptosis and carcinogenesis [1]. The expression of
endogenous COX-2 mRNA was decreased by HCV infection in
HuH7.5 cells, and also after core expression in human primary
hepatocytes (Fig. 5A). To confirm the effect of HCV in COX-2 tran-
scription, HuH7.5 cells were transfected with the COX-2 pro-
moter luciferase reporter plasmid (pCOX-2-luc). HCV infected
cells showed decreased COX-2 transcription, compared to unin-
fected cells (Fig. 5B). COX-2 promoter activity was also decreased
by the expression of core in both HuH7.5 cells and human pri-
mary hepatocytes (Fig. 5B). The depletion of AURKB expression
(Fig. 5C) decreased basal COX-2 transcription and abolished













































































































3xNF-κB-Luc 3xNF-κB-Luc 3xNF-κB-Luc 3xNF-κB-Luc
Hepatocytes
3xNF-κB-Luc
Fig. 4. HCV and core inhibit NF-jB-stimulated transcription and AURKB expression activity inhibition abolishes this effect. (A) NF-jB response element (3xNF-jB-
Luc) was evaluated in HCV infected HuH7.5 cells. (B) The transcriptional activity of 3xNF-jB-Luc was measured in the presence of core protein in HuH7.5 cells (left panel)
and in primary hepatocytes cultures (right panel). (C) Luciferase activity of the 3xNF-jB-Luc plasmid was evaluated after AURKB depletion in HCV infected (left panel) and
core expressing HuH7.5 cells (right panel). (D) 3xNF-jB transcriptional activity was evaluated in HCV infected (left panel) or in core expressing HuH7.5 cells (right panel) in






















































































































































































































































Fig. 5. HCV and core inhibits COX-2 transcription. (A) COX-2 mRNA levels measured by qRT-PCR in HCV infected cells and in human primary hepatocyte cultures
expressing core. (B) COX-2-Luc reporter activity was measured in HCV infected HuH7.5 cells and in human primary hepatocyte cells 72 h after transfection with pCMV-
Core. (C) COX-2-Luciferase activity was measured in HCV infected and core expressing cells after AURKB depletion. (D, E) ChIP assays with the antibodies indicated in HCV
infected or core transfected HuH7.5 cells. The immunoprecipitated !230 bp DNA sequence in the COX-2 promoter was quantified by qPCR and visualised in agarose gels.
Bars represent the mean ± S.D. (n >3).
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HCV- and core-induced repression, in agreement with the results
obtained in NF-jB-dependent transcription promoter assay
(Fig. 4C).
This result, together with the decrease of H3Ser10ph protein
levels, suggests that HCV may regulate COX-2 expression through
epigenetic modifications. To test this possibility, we performed
ChIP assays to examine whether HCV infection modified the
H3Ser10ph bound to the COX-2 promoter region. We also tested
histone H3 acetylation, an epigenetic marker associated with
transcriptional activation. ChIP analyses revealed that the levels
of H3Ser10ph and acetylated histone H3 bound to COX-2 pro-
moter were reduced in infected HuH7.5 cells, coincidental with
the inhibition of COX-2 transcription. As expected, core was not
recruited to the promoter (Fig. 5D). Since H3Ser10ph is induced
by AURKB, we also checked AURKB recruitment to the COX-2 pro-
moter. AURKB was associated with the promoter in uninfected
cells and this association was reduced in HCV infected cells.
Similar experiments were performed in HuH7.5 cells transfected
with core (Fig. 5E). The levels of acetylated and Ser10 phosphory-
lated H3, and AURKB were reduced in the promoter region as a
result of core expression. These data suggest that HCV and core
regulate transcription of important genes implicated in inflam-
matory response and that the regulation is mediated by AURKB.
Effect of AURKB activity on infectious progeny production
Due to the fact that transcription of genes involved in the inflam-
matory response was inhibited in the early stage of HCV infec-
tion, and was significantly reduced by AURKB inhibition, we
examined whether the absence of AURKB expression modifies
the production of infectious HCV. The specific infectivity of HCV
increased by 66% at 72 h after silencing of AURKB (p = 0.023)
(Fig. 6A). However, the overexpression of AURKB significantly
decreased HCV specific infectivity by 57% (p = 0.03) (Fig. 6B).
These results suggest that the core-AURKB interaction may inhi-
bit particle formation.
In the same experiment we observed that AURKB transitory
transfection was able to reverse the transcriptional inhibitory
effect induced by HCV infection in COX-2 and stimulated
NF-jB-dependent gene transcription (Fig. 6C and D). These
results indicate an important role of AURKB in the expression
of both genes regulated by HCV infection.
Discussion
Liver fibrosis and HCC development have been related to accu-
mulation of genetic and epigenetic defects, which can modify
numerous signaling pathways that control cellular proliferation,
survival, differentiation and angiogenesis [28]. Some specialized
viral functions modulate epigenetic processes that promote viral
genome propagation and host-cell survival [6]. The study of how
epigenetic events are initiated and established after HCV infec-
tion is of special interest to establish whether these processes
might contribute to HCV-related disease.
Using the HCV-HuH7.5 cell culture system [3] and human
hepatocytes we have documented that HCV infection and core
expression reduce phosphorylation of Ser10 in histone H3. This
observation is in agreement with previous results that suggest
a block in mitotic entry after HCV infection [18] demonstrated
by a decrease in H3Ser10ph. Transient transfection of core from
different genotypes reduced H3Ser10ph at similar levels.
Interestingly, the low expression levels of core 2a, in both HCV
infected and core 2a transfected cells, produced a significant
reduction in H3Ser10ph (Supplementary Fig. 1A). These results
indicate that low infection states could drive to the repression
of this epigenetic marker. Although AURKB inhibitor,
ZM447439, abolished core-mediated inhibition of H3Ser10 phos-
phorylation, other HCV proteins might also display the capacity
to repress H3Ser10 phosphorylation, although the overexpression
of NS5A did not decrease the levels of total H3Ser10ph (Fig. 1C).
AURKB activity at the centromere is increased by Chk1 [41]. In
contrast, protein phosphatases PP1 or PP2A interact with AURKB
inhibiting its activity [37]. It has been reported that HCV infection
significantly induces upregulation of PP2A [2], and that NS5B
expression reduces the phosphorylation levels of Chk1 [39]. In
spite of Chk1 and PP2A regulating AURKB activity, our results
indicate that these activities are not responsible for inhibiting
H3Ser10 phosphorylation mediated by core. Using
protein-protein interaction assays, we have shown that core
binds the catalytic domain of AURKB. This interaction provides
an interpretation that AURKB activity is precluded as a conse-
quence of HCV infection and core expression, supported by the
decrease in the Thr-232 phosphorylation site of AURKB which
is indispensable for the AURKB activity [40] accompanied by a
decrease in H3Ser10ph levels.
Some viral infections induce inflammation, which could trig-
ger fibrosis progression, cirrhosis and lastly development of
HCC [25]. However, our results show that NF-jB transcription
is inhibited by HCV infection and core expression in human pri-
mary hepatocytes and in HuH7.5 cells, despite NF-jB playing a
role in the pro-inflammatory response [1]. Similarly, we have
observed an inhibition of COX-2 gene transcription, despite























































































Fig. 6. AURKB expression regulates HCV extracellular infectivity. (A) AURKB
was depleted by transient transfection with siAURKB (150 nM) and the HCV
specific infectivity was evaluated by titration from two experiments, with a total
number of 13 samples per group. (B) Virus specific infectivity was evaluated by
titration after AURKB overexpression from four experiments with a total number
of 17 samples per group. (C, D) COX-2-Luc or 3xNF-jB-Luc vectors were
transfected in HCV infected HuH7.5 cells together with AURKB (pcDNA3-FLAG-
AURKB) expression vector. Luciferase activity was measured. Statistical analyses
were performed from three independent experiments.
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In agreement with our results, DNA microarray analyses showed
that expression of core represses pro-inflammatory signals in
HepG2 cells [27]. In macrophages, HEK293 and HeLa cells, core
also suppressed NF-jB activation and COX-2 expression by direct
interaction with IKK-b [17].
Aberrant expression of AURKB is associated with tumor inva-
sion and intrahepatic metastasis of HCC, leading to chromosomal
instability and imbalance of multiple tumor suppressor and onco-
gene regulated pathways [22]. One of the most relevant results in
our study is that AURKB is also a target of HCV during the infection
process. It is known that the absence or dysregulation of AURKB
can give rise to chromosome instability and aneuploidy [12].
However, the effect of HCV infection in chromosomal alterations
warrants additional studies. It may also be significant that the
oncogenic potential of Epstein-Barr virus has been related with
AURKB activity, although the underlined molecular mechanisms
are different from those identified until now in our study [15].
ChiP experiments revealed that HCV core triggers epigenetic
silencing of COX-2 gene promoter, thereby reducing levels of
AURKB and H3Ser10ph which could be due to the core-AURKB
interaction (Fig. 5D and E). In this context, the inhibition of
AURKB activity could be viewed as a viral mechanism to inhibit
pro-inflammatory gene transcription, because the overexpression
of AURKB reverses the inhibitory effect of HCV and core on both
NF-jB and COX-2 transcription. These results agree with previ-
ous reports that demonstrated that AURKB is not only a mitotic
kinase but can also play a role as a transcription regulator
[14,35,38]. AURKB abrogation also decreases the basal transcrip-
tion of both NF-jB and COX-2 luciferase reporters
(Figs. 4C and 5C). These results suggest a positive regulatory
effect of AURKB on NF-jB and COX-2 transcription, a point that
requires further investigation.
Several reports have emphasized the relationship between
viral infection and replication rate with the inflammatory
response where activation of NF-jB is essential to counteract
several bacterial and viral infections including HCV infection
[21,24,34]. If AURKB overexpression has the capacity to reactivate
the pro-inflammatory pathway and to decrease the specific infec-
tivity of HCV, the inhibition of AURKB activity mediated by core
can be a mechanism to increase HCV infectivity as we have
demonstrated by AURKB silencing assays. Supporting our results,
two recent reports have emphasized the importance of other epi-
genetic activities as key modulators of the viral infectivity [5,10].
Taken together, our results show a new mechanism by which
HCV induces epigenetic changes by direct interaction between
core and AURKB. The inhibition of AURKB activity increases
HCV infectivity through modulation of pro-inflammatory genes.
In summary, AURKB activity regulation could be a novel HCV
strategy to ensure the persistence of viral infection.
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NUTRIGENÓMICA APLICADA AL CÁNCER
Aurora Sánchez-Pacheco*, Irene Francisco Recuero** e Irene Barguilla*
Resumen
La genómica nutricional estudia tanto el efecto que ejercen los nutrientes 
sobre la expresión de nuestros genes (Nutrigenómica) y como las carac-
terísticas del genoma individual determinan la respuesta a los nutrientes 
(Nutrigenética). Las características fenotípicas de un individuo vienen 
determinadas principalmente por sus características genéticas. En el año 
2003 se consiguió secuenciar por completo el genoma humano identifi-
cándose alrededor de 25.000 genes, lo que supuso un importante avance 
en la investigación no solo en Medicina, sino en muchas otras discipli-
nas, entre ellas la Nutrición. El estudio del genoma humano y su regula-
ción ha permitido un nuevo enfoque sobre como la genética puede ser 
un determinante esencial en la respuesta a los alimentos y como esta 
respuesta inf luye en importantes procesos como el crecimiento, el desa-
rrollo y el riesgo de sufrir enfermedades como el cáncer (figura 1).
Palabras Clave: Cáncer, epigenética, regulación de la expresión génica, nutracéti-
cos, nutriepigéneticos.
1. INTRODUCCIÓN
En el cáncer, la expresión de numerosos genes se ve alterada y de esta forma 
las células proliferan de forma descontrolada y pierden su capacidad de diferen-
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ciación. Solo una parte de los cánceres son hereditarios es decir, causados por 
alteraciones o mutaciones en las células germinales, el resto (alrededor del 90 %) 
se sabe que son producidos por mutaciones en las células somáticas o por factores 
ambientales, entre los que se encuentran la alimentación, estilo de vida, exposi-
ción a agentes químicos, infecciones virales, radiaciones como la luz ultravioleta 
etc. Se cree que el 35 % de los cánceres podría estar relacionado con la alimen-
tación  [1][2].
Durante el proceso de carcinogénesis se produce la desregulación de las prin-
cipales funciones celulares incluyendo el metabolismo, el ciclo celular, la repara-
ción del ADN, los mecanismos de apoptosis, respuesta inf lamatoria, señalización 
celular, crecimiento y diferenciación celular. Diversos estudios indican que la 
alteración de estas funciones está relacionada con alteraciones a nivel génetico y 
epigenético que alteran la expresión de genes supresores de tumores, reguladores 
del ciclo celular, genes relacionados con inducción de apoptosis y reparación 
del DNA, y genes que codifican por receptores nucleares y proteínas implicadas 
en rutas de señalización celular.
Existen alrededor de 25000 compuestos bioactivos diferentes que se encuen-
tran en los alimentos y alrededor de 500 de estos compuestos han sido relaciona-
dos positiva o negativamente con la prevención y desarrollo de cáncer. Muchos 
de estos compuestos son capaces de producir estos efectos ya que son capaces de 
estimular o reprimir la expresión de genes relacionados con la aparición del cán-
cer. A lo largo de este capítulo trataremos de explicar los mecanismos por los 
cuales se regula la expresión de los genes haciendo referencia a algunos nutrien-
tes que son capaces de alterar estos mecanismos [1][3]-[5].
2. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA
Los genes se transcriben dando un RNA mensajero el cual codifica por pro-
teínas específicas que son las efectoras de la información guardada en los genes 
(figura 1b). El que un gen se exprese o no depende de complejos mecanismos de 
regulación génica entre los que podemos destacar la unión de factores de trans-
cripción a las regiones reguladoras de un gen. Muchas vitaminas son capaces de 
regular la expresión de determinados genes mediante la unión a factores de 
transcripción. Como ejemplo, la vitamina D se une a factores de transcripción 
que se encuentran en el núcleo de las células denominados receptores nucleares, 
los cuales reconocen secuencias de ADN específicas en las regiones reguladoras 
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(promotores) de un gen y activan o inhiben la expresión de los genes que portan 
estas secuencias de reconocimiento (figura 2a). Otra forma de regulación de la 
expresión de los genes es la activación de factores que desencadenan la inducción 
de señales en cascada constituyendo lo que se denominan rutas de señalización 
(figura 2b). Muchos oncogenes y supresores de tumores como por ejemplo p53 o 
el factor AP1, actúan como factores de transcripción que regulan la expresión de 
genes y regulan numerosas rutas de señalización importantes en el desarrollo del 
cáncer. La desregulación de la actividad de estos factores de transcripción condu-
ce a la desregulación de estos genes y rutas de señalización conduciendo al desa-
rrollo de carcinogénesis [5][6].
La expresión de un gen puede también verse modificada por alteraciones en 
el genoma que cambian su estructura o su secuencia. Este tipo de alteraciones se 
denominan mutaciones y pueden ser de muchos tipos. Los denominados poli-
morf ismos son cambios de un nucleótido por otro (Single Nucleotide 
Polymorphism o SNPs) que se producen en más del 1 % de la población. Estos 
cambios pueden afectar a la expresión de una proteína o incluso a su función. 
De esta forma, las características genotípicas propias de cada individuo pueden 
condicionar la respuesta a un determinado nutriente. El ser portador de un SNP 
o combinación de SNPs relacionados con una determinada patología no deter-
mina necesariamente desarrollar esa enfermedad, pero si condiciones ambienta-
les tales como la alimentación o el estilo de vida (por ejemplo fumador o no 
fumador) no son las apropiadas, el individuo portador de este determinado SNP 
puede tener mayor tendencia a desarrollar esa enfermedad que un individuo no 
portador de esa mutación, pero con los mismos hábitos de vida. Por este motivo 
el estudio de las características genéticas o lo que se denomina perfil genético de 
un individuo así como el ambiente que lo rodea (alimentación, estilo de vida, 
etc.) es un factor importante que la genómica nutricional debe tener en cuenta a 
la hora de analizar las propiedades y efectos biológicos de los nutrientes. Estos 
aspectos son estudiados en lo que se denomina Nutrigenética (figura 1a).
Hay otro tipo de alteraciones que no afectan a la secuencia del ADN, pero 
que si son capaces de regular la expresión de los genes, a este tipo de cambios se 
les denomina cambios epigenéticos. Las alteraciones epigenéticas comprenden 
procesos tales como la metilación del DNA, las modificaciones postraducciona-
les de las histonas y la regulación por micro-RNAs. Se cree que las mutaciones 
están relacionadas con cambios a largo plazo, mientras que los cambios epigené-
ticos se producen rápidamente como consecuencia de estímulos más recientes 
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como pueden ser un cambio de dieta. Otra diferencia entre cambios genéticos y 
epigenéticos es que muchas de las alteraciones epigenéticas son reversibles. Desde 
este punto de vista, las alteraciones epigenéticas son prometedoras dianas tera-
péuticas para la prevención del cáncer, ya que se ha observado que ocurren du-
rante los primeros estadios de la carcinogénesis y pueden estar relacionados con 
la progresión de esta patología.
2.1.  Regulación génica y nutrientes. Mecanismos relacionados con 
activación y progresión de cáncer.
2.1.1. Inflamación
La inf lamación es la respuesta fisiológica a la invasión de microorganismos, 
traumas, irritación química y agentes extraños. La inf lamación es usualmente 
una estrategia terapéutica, si esta inf lamación persiste puede generar un estado 
de transformación del tejido inf lamado. Existen múltiples mecanismos que unen 
la respuesta inf lamatoria y el cáncer. En las primeras etapas de la inf lamación y 
como respuesta ante un agente extraño, se generan una serie de citoquinas tales 
como (TNF-alpha), interleuquina 1 (IL1), 6 (IL6), 12 (IL12) e interferón gamma 
(IFNγ). Este proceso va seguido de la secreción de citoquinas proinf lamatorias 
(IL4, IL10 y TGFβ) que se unen a sus receptores disparando diversas cascadas de 
señalización tales como las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 
que activan a factores de transcripción como NF-κB y c-jun dentro del comple-
jo (AP1). Estos factores de transcripción activan la expresión de diversos genes 
como la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la cicloxigenasa 2 (COX-2). 
Estos enzimas inf luyen en los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
afectan a funciones celulares esenciales de manera que la ausencia de mecanismos 
de detoxificación para eliminar estos radicales libres puede aumentar el riesgo de 
cáncer. Por otro lado ROS, también activa señales en cascada que contribuyen al 
desarrollo de tumores y metástasis por regulación de la proliferación, muerte y 
motilidad células. La inf lamación crónica resulta por lo tanto en un aumento en 
el daño al DNA, en la proliferación celular y en la alteración de mecanismos de 
reparación de DNA, inhibición de apoptosis y estimulación de angiogénesis e 
invasión que contribuyen a la progresión de cáncer (figura 2b).
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Se ha descrito más de 700 compuestos capaces de inhibir la ruta de NF-κB y 
por tanto podrían ser agentes terapéuticos ideales como tratamientos anticance-
rígenos [3]. Curcumina y resveratrol han sido estudiados con más atención por sus 
propiedades antiinf lamatorias y anticancerígenas mediadas por la inhibición 
de NF-κB. Otros compuestos como el ácido ursólico, la capsaicina presente en 
los pigmentos picantes, la sesamina del sésamo, la zerumbona del jengibre, la 
cafeína y el ácido betulínico (aislado de la capa externa del abedul) supri-
men NF-κB induciendo apoptosis en numerosas líneas celulares de carcinoma [7].
El factor AP-1 es un factor clave en tumorogénesis ya que participa en nume-
rosos procesos celulares incluyendo la inf lamación, la proliferación celular y la 
diferenciación celular. La expresión de AP1 está aumentada en numerosos cán-
ceres y líneas celulares por lo que se cree que participa en la progresión tumoral 
siendo así una diana terapéutica para la prevención y el tratamiento del cáncer. 
Curcumina, resveratrol, genesteina, EGCG, el gingerol del jengibre, capsaicina, 
sulforafano, el ácido malsínico procedente de los derivados de las aceitunas, lico-
peno, inhiben la activación de AP1 en diferentes modelos celulares procedentes 
de tumores y en modelos animales [7].
El factor Nrf2 es un factor de transcripción que regula la transcripción de 
alrededor de 100 genes citoprotectores (figura 4b). Nrf2 está unido a Keap1 que 
lo mantiene en el citoplasma, una vez disociados Nrf2 se trasloca al núcleo, he-
terodimeriza con MAF y se une a elementos de respuesta de antioxidantes (ARE) 
que están en las regiones promotoras de ciertos genes como la glutatione 
S-transferasa (GSTP1) y hemooxigenasa 1 (HO-1) entre otros. Nrf2 media la 
respuesta ante estímulos que aumentan el estrés oxidativo de manera que aque-
llos compuestos que activan Nrf2 están siendo testados en ensayos clínicos con 
humanos como posibles agentes quimioprotectores contra el cáncer. Entre estos 
compuestos están el sulforafano, la curcumina y compuestos sinteticos como el 
oltipraz, las ditioltionas derivadas de las crucíferas como el brócoli o las coles de 
bruselas y los triterpenos [8]. La quercetina, la genesteina, los polifenoles del té 
verde como epigalocatequina (EGCG) y los polifenoles del té negro también 
regulan la cascada de señalización de Nrf2 [9]. La curcumina abolen el complejo 
Nrf2-Keap1 y conducen a la unión de Nrf2 a las secuencias ARE activando la 
expresión de la HO-1 que es el enzima limitante en la degradación del grupo 
hemo y contrarresta el estrés oxidativo e inf lamatorio. Los índoles, los diterpe-
nos del café, la parthenolide de la matricaria y el zerumbone son también nutra-
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ceticos con actividad quimiopreventiva actuando a diferentes niveles en la ruta 
de señalización de Nrf2.
2.1.2. Reparación del DNA
El ADN puede ver alterada su secuencia por delecciones o mutaciones que se 
producen durante la replicación, o por la presencia de especies reactivas de oxí-
geno (ROS) como aniones superoxido, o radicales libres que se unen a las bases 
del ADN y a la desoxiribosa. Sin embargo, existen mecanismos de reparación 
del ADN que mantienen la estructura del ADN previniendo la alteración de 
genes esenciales en la prevención del cáncer, como por ejemplo los genes supre-
sores de tumores [10].
Se han realizado diversos estudios que muestran que la deficiencia en algu-
nos nutrientes, como vitaminas (E y C), f lavonoides e isotiocianatos, puede con-
ducir a alteraciones en genes implicados en los sistemas de reparación del ADN. 
Estos compuestos parecen estimular la reparación del ADN en el caso de daños 
producidos por ROS. Ya que el daño al ADN puede modificar la progresión del 
ciclo celular haciendo que las células entren o no en apoptosis, estos compuestos 
son también capaces de modificar el ciclo celular y regular la apoptosis [11].
2.1.3. Regulación del ciclo celular
En los procesos cancerígenos se produce un crecimiento anómalo de las cé-
lulas que se debe a alteraciones en el crecimiento celular y en los sistemas de 
muerte celular. El ciclo celular transcurre a través de cuatro fases G1, S, G2, M2 
cuya transición está controlada por quinasas (CDKs) e inhibidores de quinasas 
(CDIs) que detienen el ciclo celular en caso de que se necesite (figura 3). De esta 
forma la inducción de parada del ciclo celular y la inducción de apoptosis por 
algunos componentes de los nutrientes puede ser un mecanismo para inhibir el 
inicio y progresión tumoral. La alteración de los niveles de CDIs o CDKs por 
componentes de la dieta podría utilizarse parabloquear la proliferación descon-
trolada de las células cancerígenas. Dentro de los componentes identificados has-
ta el momento que son capaces de regular el ciclo celular está la isof lavona ge-
nesteina de la soja y el polifenol epigalocatequina 3-galato (EGCG) del té verde 
que inducen p21 y p27 que actúan como inhibidores de quinasas (CDIs). Y 
también inhiben CDK4, CDK2 y cyclina D1. p21 es inducida pos isotiocianatos 
inhibiendo la proliferación celular en la fase G2-M [12].
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2.1.4. Apoptosis
Uno de los mecanismos de defensa que utilizan nuestras células contra el 
cáncer es la apoptosis, proceso mediante el cual se eliminan las células que pre-
sentan alguna mutación o alteración (figura 4a). La apoptosis está regulada por el 
balance entre moléculas proapoptóticas como BAX y BAK [19] y moléculas anti-
apoptóticas como BCL-2 y BCL-X. El desbalance entre estas moléculas hace 
que el citocromo c se libere de la membrana mitocondrial y forme un complejo 
con caspasa 9 activándose a continuación las caspasas 3, 5 y 7 [13] que hacen que 
las células sufran cambios morfológicos y entren en apoptosis. Algunos com-
puestos tienen la capacidad de disminuir la expresión de moléculas antiapoptóti-
cas como BCL-2 y BCL-X y estimulan la expresión de moléculas proapoptóticas 
tales como BAX y BAK induciendo de esta manera la apoptosis. Entre este tipo 
de compuestos se encuentran el selenio presente en los frutos secos, la EGCG, el 
fenilisocianato de las crucíferas, el ácido retinoico un derivado de la vitamina A 
presente en lácteos y que puede ser obtenida a partir de carotenos de frutas y 
verduras, el sulforafano del brócoli, la curcumina, el resveratrol del vino o las 
uvas rojas, la apigenina del perejil, de la cebolla y del ajo, y la quercetina presen-
te en la cebolla y en las manzanas [14]. Algunos nutrientes también activan quina-
sas proapoptóticas como la c-jun quinasa o inhiben el factor NF-κB con activi-
dad antiapoptótica.
2.1.5. Angiogénesis.
El desarrollo de nuevos vasos sanguíneos a partir de células endoteliales es un 
proceso crucial para el desarrollo y progresión del tumor. Durante la angiogéne-
sis las células endoteliales son estimuladas por varios factores de crecimiento 
como el factor de crecimiento endoteliar vascular (VEGF) y el factor de creci-
miento de fibroblastos (FGF) produciéndose una migración celular hacia las re-
giones donde se necesita el aporte de sangre. La prevención de la expansión de 
nuevos vasos es otro de los mecanismos de inhibición del crecimiento tumoral. 
Los compuestos de la dieta que inhiben la angiogénesis sonpolifenoles como 
epigallocatequina-3-galato, resveratrol, curcumina, genesteina y ácidos grasos 
poliinsaturados. En particular, el ácido eicosapentanoico (EPA) y el docosahexa-
noico (DHA) se han asociado con la mejora en el pronóstico del cáncer de mama. 
Estos nutrientes, que se encuentran principalmente en el aceite de oliva, ejercen 
efectos antiangiogénicos inhibiendo la producción de diferentes mediadores an-
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giogénicos y también reducen la inf lamación a través de diversos mecanismos 
entre los que se encuentra la supresión de NF-κB. El aceite de colza se ha visto 
que es útil en la reducción del volumen de los tumores de mama en ratón y tam-
bién se ha observado que su consumo, durante la época prenatal actúa como 
agente de prevención para reducir el cáncer de mama en humanos [15].
2.2.  Regulación epigenética y nutrientes. Mecanismos relacionados con 
activación y progresión de cáncer.
El ADN en eucariotas está empaquetado en el interior del núcleo constitu-
yendo lo que se denomina cromatina. La unidad fundamental de la cromatina es 
el nucleosoma formado por un fragmento de DNA de 146pb organizado alrede-
dor de un octámero de histonas (H3, H4, H2A y H2B) [16]. La remodelación de 
la estructura de la cromatina es un paso fundamental en procesos tales como la 
regulación de la expresión génica, apoptosis, replicación, reparación del DNA y 
segregación y condensación cromosómica. Alteraciones en estos procesos pue-
den conducir a diversas enfermedades humanas como el cáncer [17, 18]. Para que un 
gen se transcriba y se traduzca es necesario que la cromatina sea accesible, por 
ejemplo, a factores de transcripción. Con este fin, la estructura de la cromatina 
es modulada a través de diversos procesos entre los que se encuentran la metila-
ción del DNA, las modificaciones covalentes de las histonas y los micro-RNAs. 
Como ya hemos indicado anteriormente algunos de estos cambios epigenéticos 
no alteran la secuencia del DNA o del RNA, pero son capaces de modificar la 
expresión génica. Durante el proceso de división celular estos cambios epigené-
ticos son transmitidos a las células hijas manteniendo así la memoria celular. En 
los últimos años se ha puesto gran interés en el estudio de los cambios epigenéti-
cos en el campo de la nutrición por dos razones fundamentalmente: agentes 
ambientales como nutrientes y agentes químicos inducen cambios epigenéticos a 
corto plazo y además algunos de estos cambios son reversibles por lo que ciertos 
nutrientes podrían utilizarse como agentes terapeúticos en diversas patologías. 
Numerosos nutrientes modifican el epigenoma y se les ha denominado nutriepi-
genéticos. Algunos de ellos son el folato, polifenoles del té verde, café, frutas 
tales como las manzanas y las frambruesas negras, la genesteina e isof lavonas de 
la soja, la curcumina, el resveratrol, la dihidrocumarina, el ácido nordihidro-
guaiarético (NDGA), licopenos, garcinol, el indol-3-carbino (I3C), diindolil-
metano (DIM) contenidos en crucíferas, sulforafano, etc. [19].
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2.2.1.  Metilación del DNA y su relación con cáncer. Nutrientes que regulan la 
metilación del DNA.
La metilación del DNA consiste en la adición de un grupo metilo (CH3) 
procedente de la S-adenosyl-L metionina (SAM) a un nucleótido de citosina 
cuando se encuentra adyacente a un residuo de guanina generándose así 
5´-methylcitosina. En mamíferos la metilación ocurre en regiones de más de 
200pb ricas en el dinucleótido 5´-CPG-3´ en las denominadas islas CpGs. La 
metilación del ADN es mediada por actividades enzimáticas que se denominan 
ADN methyltransferasas (DNMt1, DNMT3A y DNMT3B). DNMT1 actúa du-
rante la replicación manteniendo la metilación del DNA parental, que se copia y 
se transmite a la hebra de ADN sintetizada. DNMT3a y DNMT3B son metila-
sas de «novo» es decir producen la metilación de regiones CpGs sin metilar.
La metilación del DNA en regiones promotoras que están normalmente sin 
metilar conduce a la inhibición de la transcripción de ese gen ya que bloquea el 
acceso a factores de transcripción que se unen a secuencias reguladoras y son 
responsables de la expresión de ese gen [20]. Este fenómeno se observa con fre-
cuencia en genes supresores de tumores, aunque también se ha observado en 
genes importantes en los procesos de diferenciación o apoptosis (f igura 5a). 
Existen otras regiones, aparte de las zonas promotoras, que pueden ser diana de 
metilación. Secuencias repetidas tales como repeticiones en el DNA ribosomal, 
DNA satélites o repeticiones centroméricas se encuentran altamente metiladas. 
Esta metilación limita la accesibilidad a factores de transcripción pero contribuye 
a la estabilidad cromosómica. Durante el envejecimiento, la carcinogénesis u 
otros daños crónicos, se produce la hipometilación de este DNA produciendo 
inestabilidad genómica y alteraciones cromosómicas.
GSTP1 es una isoenzima que conjuga agentes químicos y carcinógenos con 
el tripéptido glutatión y de esta forma aumenta su excreción y detoxificatión. La 
inducción de GSTP1 es controlada como ya mencionamos anteriormente por la 
ruta de señalización de Nrf2 constituyendo una ruta fundamental de quimiopre-
vención en cáncer. La pérdida de expresión de GSTP1 por hypermetilación es 
frecuentemente observada en cáncer de próstata. La re-expresión de GSTP1 des-
pués del tratamiento con selenito sódico, un suplemento en alimentación ani-
mal, se ha observado en células de cáncer de próstata. Dosis bajas de este com-
puesto disminuyen la expresión de DNMT1 reduciendo la metilación del DNA 
y reexpresandose GSTP1. Los polifenoles del té verde y la EGCG también redu-
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cen la metilación del DNA en células de cáncer de próstata inhibiendo, no la 
expresión de DNMTs, sino su actividad enzimática.
En cáncer de mama también se ha observado que fitoestrógenos de la soja 
tales como genesteina y daidzeina y el licopeno derivado del tomate reducen la 
metilación de GSTP1 en células de cáncer de mama. La re-expresión del RNA 
mensajero de GSTP1 se observó tras el tratamiento de células MDA-MB-468 
con licopeno a lo largo de una semana, sin embargo el efecto de la genesteina 
parece ser más lento.
La curcumina es otro nutriente ampliamente estudiado como agente qui-
miopreventivo. En este caso, se ha observado que el tratamiento de células de 
cáncer de próstata TRAMP C1 con curcuima reduce la metilación del promotor 
de Nrf2 re-expresandose Nrf2 y el gen de la NAD(P)H: quinona oxido reduc-
tasa (NQO1) también importante en el proceso de detoxificación celular.
La metilación del DNA es un proceso importante también en la regulación 
del ciclo celular. La expresión de p16INK4A inhibidor de CDK4 esta inactivada en 
el 50 % de los cánceres, por diversos mecanismos, entre los cuales se encuentra 
la metilación del DNA. EGCG disminuye la actividad y la expresión de las 
DNMT1, DNMT3A y DNMT3B, lo cual produce la sobreexpresión de p16 en 
células de cáncer de colon HCT116, de cáncer esófago KYSE510 y en células de 
cáncer epidermoide A431. La genesteina tiene un efecto similar en células de 
cáncer de esófago KYSE510.
El gen RASSF1A es un gen supresor de tumores cuya hypermetilación es 
frecuente en diferentes tipos de cáncer como el de pulmón, el de mama, pán-
creas, riñón, hígado, cérvix, nasofaríngeo, próstata y tiroides entre otros. El 
tratamiento con mahanina presente en algunos vegetales asiáticos consigue re-
expresar RASSF1A en diferentes líneas de cáncer de próstata inhibiendo la pro-
liferación celular. Un derivado de mahanina secuestra DNMT3B en el citoplas-
ma y de hecho la depleción de DNMT3B produce la sobreexpresión de 
RASSF1A.
El gen supresor de tumores PTEN está hypermetilado en células de cáncer 
de mama MCF-7 y MDA-MB-231. El tratamiento con all-trans-retinoico, vita-
mina D3 y resveratrol de forma independiente o en combinación con análogos 
de nucleotidos como 5-aza-2´-dexycitosina produce la desmetilación y re-ex-
presión de PTEN por inhibición de la expresión de la DNMT1 en células 
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MCF-7. Sin embargo, en la línea altamente metastásica MDA-MB-231 tan solo 
la vitamina D3 parece ser efectiva.
Como ya indicamos anteriormente, la reparación del DNA es un mecanismo 
esencial para mantener la estabilidad genómica. Este proceso está regulado por 
diferentes genes entre los que se encuentran hMLH1 y MGMT, los cuales están 
frecuentemente inactivados por hypermetilación en diversos cánceres entre ellos 
el cáncer de colon. La metilación del hMLH1 conduce a inestabilidad por mi-
crosatélites que se asocian con cáncer colorectal no poliposo hereditario, pero 
también es frecuente en tumores de endometrio y gástricos. EGCG y genesteina 
reducen la metilación de las regiones promotoras de MGMT y hMLH1 sobre-
expresando estos genes en células humanas de carcinoma de esófago. Los polife-
noles de la manzana también re-expresan hMLH1 en células de cáncer de colon 
mediante la inhibición en la expresión de DNMT1 y DNMT3b.
2.2.2. Modificaciones covalentes de las histonas
Las histonas son proteínas muy bien conservadas entre distintas especies, 
contienen un domino globular y dos extremos protuberantes que se denominan 
colas de histonas en las regiones N-terminal y C-terminal. La región N-terminal 
contiene unos 20-30 aa mientras que la región C-terminal es más corta. Ambos 
extremos pueden ser modif icados por acetilación, metilación, fosforilación, 
ADP-ribosilación, deaminación y ubiquitinación, reacciones catalizadas por di-
ferentes familias de enzimas (figura 5b). Alteraciones en los niveles globales y 
distribución de histonas principalmente en las regiones promotoras de los genes 
son marcadores de cáncer. En general, células con niveles globales de histonas 
disminuidos es un mal pronóstico ya que incrementa el riesgo de recurrencia del 
tumor y disminuye la probabilidad de sobrevivencia.
Al igual que la metilación del DNA, algunas modificaciones de histonas son 
reversibles. La acetilación de histonas es llevada a cabo por acetiltransferasas de 
histonas (HATs) que añaden un grupo acetilo a un residuo de lisina. Este cambio 
puede ser eliminado por la acción de histonas desacetilasas (HDACs). 
Normalmente existe un equilibrio entre HATs y HDACs que mantiene los ni-
veles adecuados de lisinas acetiladas de modo que la acetilación disminuye las 
interacciones entre el ADN y las histonas. Esto favorece la apertura de la estruc-
tura de la cromatina y favorece la interacción de factores de transcripción con el 
DNA, activándose la transcripción. Por lo tanto, la acetilación mediada por 
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HAT favorece la transcripción, mientras que la desacetilación mediada por 
HDACs reprime la transcripción. TAF 250, p300 y PCAF son algunas de las 25 
HATs que se han identificado hasta el momento. Las HDACs son en total 18 
proteínas agrupadas en familias: clase I, II, y IV que incluyen HDACs 1-11 cuya 
actividad depende de Zinc, mientras que las HDACs de clase IV que se denomi-
nan Sirtuinas (SIRTs) utilizan NAD+ como cofactor.
Otra modificación postraduccional de las histonas es la metilación de residuos 
de lisina y arginina. La metilación de lisinas y argininas ocurre principalmente en 
las histonas H3 y H4. La metilación en argininas es catalizada por la familia de la 
PRMTs mientras que la metilación de lisinas es catalizada por las metiltranferasas 
de histonas (HMTs) formadas por unos 50 miembros agrupados en seis familias. 
Algunas de las HMTs más estudiadas son la Suv39h, la G9a, la SET1, SET2 y 
SMYD. La metilación de lisinas puede activar o reprimir la transcripción, por 
ejemplo la metilación en H3K4, H3K36 y H3K79 se asocia con activación trans-
cripcional, mientras que la metilación en H3K9, H3K27 y H4K20 se asocia fre-
cuentemente con represión transcripcional. La metilación de histonas es también 
reversible y estas reacciones son catalizadas por las histonas desmetilasas (HDMs) 
como las desmetilasa LSD1 y Jumanji ( Jmjcs). Muchos nutrientes son capaces de 
alterar los niveles y/o la actividad de HDACs, HATs, HMTs y HDMs. A conti-
nuación daremos algunos ejemplos que afectan a procesos implicados en cáncer.
P21 es una CKI que inhibe la actividad de la CDK2/cyclina E que regula la 
progresión del ciclo celular en la fase S. La deficiencia de p21 conduce por tanto 
a la desregulación del ciclo celular, pero también a alteraciones en los procesos de 
diferenciación celular, apoptosis, reparación del DNA y transcripción génica. La 
expresión de p21 parece estar regulada a nivel transcripcional mediante la aceti-
lación de histonas. La inhibición de HDACs con el consiguiente reclutamiento 
de otros factores de transcripción como p300 y PCAF con actividad acetiltrans-
ferasa (HAT) y otros factores como p53 y Sp1 facilitan la transcripción de p21.
En la prevención del cáncer de colon, el consumo de fibra es uno de los nu-
trientes recomendados, esto es debido a que la fibra escapa a la digestión en el 
estómago y en el intestino delgado, y fermenta en el colon produciendo ácido 
acético, ácido propiónico y ácido butírico. El ácido butírico es el principal com-
ponente protector de las dietas ricas en fibra. El efecto protector de la fibra pare-
ce estar relacionado con el hecho de que el ácido butírico media la inhibición de 
HDACs activando la transcripción de p21 e inhibiendo el crecimiento celular en 
células de cáncer de colon.
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Derivados de selenio presentes en la dieta también inhiben la actividad de las 
HDACs y aumentan la acetilación global de la histona H3 y los niveles de expre-
sión de p21, este efecto produce parada del ciclo celular e inducción de apoptosis. 
El sulforafano también ejercería efectos similares aumentando la expresión de 
p21 mediante la inhibición de la actividad de las HDACs. En distintos tipos de 
canceres, incluyendo el cáncer de colon, próstata e íleon, el tratamiento con sul-
forafano durante 10 minutos consiguió reducir el tamaño del tumor en un mo-
delo de ratón. En un estudio piloto en humanos realizado con tres voluntarios se 
observó, que la ingesta de 68 gramos de brócoli que contiene sulforafano, mos-
traban después de 3 y 6 horas desde la ingesta, la hiperacetilación de la histona 
H3 y H4 en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). La acetilación 
y los niveles de estas histonas retornaban a niveles normales después de 24 y 48 
horas. Este efecto transitorio podría indicar la necesidad de ingerir estos alimen-
tos con cierta frecuencia.
La actividad de las HDAC también resulta inhibida por compuestos órgano 
sulfurados como el dialildisulfido (DADS) que se encuentran en el ajo y otros 
bulbos como cebollas, puerros y cebolletas. Estos compuestos se metabolizan a 
alil mercaptano (AM) el cual inhibe las HDAC aumentando la acetilación de 
histonas en células de eritroleucemia, en hepatocitos y en colonocitos.
Algunos compuestos que modulan los niveles de acetilación de histonas me-
diante la inhibición de HDACs también son capaces de regular la actividad o 
expresión de HATs. Este es el caso de la genesteina que incrementa la síntesis de 
proteínas con actividad histona acetiltransferasa tales como p300, PCAF y HAT1 
en líneas celulares de cáncer de próstata. De esta forma, incrementan los niveles 
de acetilación del residuo de lisina 4 en la histona H3 (H3K4) en la región del 
inicio de transcripción de p16 y p21 y aumentan la expresión de ambas CKIs.
La caetocina es un inhibidor de las metiltransferasas de histona Suv39h que 
cataliza la trimetilación del residuo de lisina 9 en la histona H3 (H3K9me3), 
marca epigenética asociada con represión de la expresión génica. El efecto de 
caetocina ha sido estudiado en células de microglía donde se observó que tras el 
tratamiento se produce una disminución de los niveles de H3K9me3 en el pro-
motor de p21 estimulándose la expresión de p21.
En piel, el tratamiento de EGCG reduce los niveles de metilación del residuo 
de lisina 27 (H3K27me3) por inhibición de las histonas metiltransferasa que ca-
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talizan este cambio epigenético (EZH2 y BM1-1) disminuyendo la superviven-
cia celular.
También la genesteina utilizada en células de cáncer de próstata fue capaz de 
re-expresan PTEN induciendo p53 e inhibiendo NF-κB. Este efecto es media-
do por un aumento en la acetilación de p53 y pérdida de la metilación en H3K9 
por inhibición de la expresión de SIRT1 inducida por genesteina.
Las histonas no son las únicas proteínas que pueden ser modificadas postra-
duccionalmente. EL factor NF-κB es también regulado por fosforilación, aceti-
lación, metilación y ubiquitinación. La acetilación de la lisina 310 inducida por 
p300 es necesaria para que la actividad transactivadora de NF-κB y curiosamen-
te el ácido anacárdico, compuesto de los anacardos, inhibe p300 bloqueando así 
la activación de NF-kB, por lo que ha sido sugerido que este compuesto podría 
resultar útil en la prevención del cáncer.
El garcinol es un inhibidor de PCAF y p300 por lo que también reduce la 
expresión de proteínas anti-apoptoticas diana de NF-κB como survina, BCl2 
Xiap and cFLIP. La curcumina tiene efectos similares sobre p300 mientras que 
PCAF, HDAC y HTM no se ven afectadas. p300 HAT también es inhibida por 
el ácido gálico.
3.  TERAPIAS ANTICANCERÍGENAS BASADAS EN NUTRIENTES 
(NUTRACÉTICOS)
Algunos componentes de la dieta se han utilizado como tratamiento conjun-
to con algunos fármacos. Por ejemplo, dietas con altos niveles en aceite de oliva 
ejercen un efecto protector contra el cáncer de colon. Estos nutrientes se han 
utilizado conjuntamente con el fármaco sulindac, una droga no esteroidea con 
actividad anti-inf lamatoria, que inhibe COX-2 e inducen apoptosis regulando la 
expresión de BCL-2 y caspasa 3.
La isof lavona de soja, daizain, aumenta la capacidad del tamoxifeno inhi-
biendo la incidencia y la multiplicidad del tumor en el cáncer de mama median-
te protección contra el daño al DNA.
La genesteina, la curcumina, el resveratrol, la epigalocatequina, el ín-
dole-3-cabino, la proantocianidina y la vitamina D3 aumentan la eficiencia de 
las drogas utilizadas en quimioterapia y radioterapia modificando la actividad de 
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las mismas y modificando la actividad de mecanismos de proliferación y super-
vivencia regulados por AKT, NF-KB y COX-2.
Hay otros compuestos que al utilizar la misma diana molecular, pueden dis-
minuir la dosis de drogas utilizadas en el tratamiento del cáncer disminuyendo 
así los efectos secundarios de dichos medicamentos. Por ejemplo, una dieta rica 
en ácidos grasos omega-3 inhibe la actividad inf lamatoria de COX-2 utilizán-
dose con dosis bajas de celocoxib en la prevención del cáncer de colon. El índo-
le-3-carbamido, presente en crucíferas, es un agente protector de hepatotoxici-
dad de la droga CT743 y trobectidina sin disminuir su eficiencia.
Algunos nutrientes en combinación ejercen efectos beneficiosos en la pre-
vención del cáncer de mama, este es el caso de la vitamina D3 y el 9-cis retinoico 
aunque si se utilizan por separado no tienen ningún efecto. Esto se debe a que 
ambos compuestos se unen a sus respectivos receptores (VDR y RXR respecti-
vamente) y regula la transcripción de genes implicados en proliferación, diferen-
ciación y apoptosis. Otro ejemplo es el tratamiento combinado de S-acilcisteina 
y licopeno capaz de suprimir el desarrollo de cáncer gástrico. La combinación de 
vitamina D3 puede también combinarse con genesteina, este tratamiento con-
junto produce la inhibición del crecimiento de células DU194 de cáncer de prós-
tata a bajas concentraciones de ambos compuestos. La genesteina parece poten-
ciar la acción de la vitamina D3 por inhibición directa de la actividad CYP24 
que incrementa la vida media de la vitamina D3, lo cual resulta en un incremen-
to de los niveles de receptor de VDR. Este efecto dual de la genesteina conduce 
a un aumento en la respuesta de la vitamina D y de la activación de los genes 
diana, haciendo a las células más sensibles a la inhibición del crecimiento y a se-
ñales proapoptóticas de la vitamina D.
Así mismo, los nutrientes que alteran rutas diferentes pueden cooperar para 
inhibir el crecimiento tumoral. Este es el caso de la quercetina y la genesteina 
que inhiben la proliferación de células de carcinoma en el ovario modificando 
diferentes estadios del ciclo celular y diferentes rutas de traducción de señales. 
Quercetina produce la parada del ciclo celular en la fase G1 y S mientras que la 
genesteina bloque a G2 y M. La quercetina también interacciona sinérgicamente 
con resveratrol causando parada del ciclo celular en células de leucemia humana. 
EGCG y curcumina inhiben sinérgicamente el crecimiento de células de epite-
lio oral normales, premalignas y malignas. Mientras que EGCG bloques las cé-
lulas en G1, curcumina bloquea las células en S/G2M.
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El selenio y la vitamina E tienen un efecto sinérgico en la inducción de 
apoptosis. El selenio activa caspasa 1 y 12 mientras que la vitamina E activa la 
caspasa 9. Con respecto al cáncer de mama la suplementación de selenio es un 
micronutrientes esencial con propiedades anticancerígenas en diferentes mode-
los animales. El selenio además parece reducir la metástasis de cáncer de mama 
en modelos animales.
Hasta el momento dietas ricas en grasa, consumo de fibra y vitaminas son los 
hábitos más estudiados por su asociación con cáncer junto con los suplementos 
probióticos.
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